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Die Transkription ist ein entscheidender Schritt in der Transition der genetischen Information, 
welche  durch  die  DNA  codiert  und  im  Genom  hinterlegt  ist,  zu  dreidimensionalen 
Funktionseinheiten  in  der  Zelle,  den  Proteinen.  Während  der  Transkription  wird  die 
Information von der Ebene der DNA in RNA umgewandelt, welche in der Zelle zusätzlich zu 
dessen  Rolle  als  Informationsmediator  in  Form  der  mRNA  eine  Vielzahl  von  Funktionen 
ausübt. Die Transkription benötigt in Hinblick auf ihre essentielle Rolle in der Errichtung des 
Proteoms  und  der  notwendigen  Adaption  von  Genexpressionsprogrammen  an  externe 
zelluläre  Stimuli,  den  Zellzyklus  etc.  eine  präzise  und  gleichzeitig  flexible  Regulation. 
Besonders  für  die  Transkription  von  mRNA  dient  die  eukaryotische  RNA-Polymerase  II 
(RNAP  II)  in  diesem  Prozess  als  eine  zentrale  Einheit,  die  einer  Vielzahl  regulativer 
Mechanismen wie post-translationaler Modifikationen und der Assemblierung dynamischer 
Proteinkomplexe  unterliegt.  Während  Komponenten  dieser  Regulation  wie  die 
Zusammensetzung  und  Dynamik  des  Prä-Initiationskomplex  bereits  seit  Jahrzehnten 
beschrieben sind, ist eine besondere Form der RNAP II-abhängigen Regulation erst in den 
letzten Jahren Gegenstand genauerer Untersuchungen geworden. So erfährt die RNAP II bei 
einer Vielzahl von Genen unmittelbar nach der Initiation einen Arrest, der das Enzym nicht 
weiter  über  die  DNA  prozessieren  lässt  und  somit  die  produktive  Elongation  des  Gens 
blockiert.  Die  Aufhebung  dieser  Blockade  wird  durch  den  positiven  Transkriptions-
elongationsfaktor b (P-TEFb) dominiert, der durch distinkte post-translationale Modifikationen 
der C-terminalen Domäne der RNAP II und assoziierter Faktoren die produktive Elongation 
ermöglicht.  P-TEFb  selbst  unterliegt  dabei  einer  strengen  Regulation  durch  eine 
inaktivierende Assoziation mit Speicherkomplexen. P-TEFb wurde abseits dieser Komplexe 
in  einer  Vielzahl  von  Elongations-assoziierten  Proteinkomplexen  identifiziert,  der 
Mechanismus der Transition aus dem inaktiven Speicherkomplex zur aktiven Form an der 
RNAP  II  war  jedoch  unbekannt.  Ein  zentrales  Element  aller  aktiven  Komplexe  ist  die 
Anwesenheit  von  Proteinen  der  AF4/FMR2-Familie,  darunter  das  AF4  Protein. 
Bemerkenswerterweise  war  die  genaue  Rolle  dieses  Proteins  in  den  Komplexen  bisher 
unbekannt oder wurde lediglich auf die strukturelle Integrität der Komplexe beschränkt. AF4  
und  speziell  dessen  N-Terminus  ist  über  diese  Rolle  hinaus  als  Bestandteil  des 
Fusionsproteins AF4-MLL eng mit der onkogenen Zelltransformation im Falle einer durch die 
t(4;11)(q21;q23)  chromosomalen  Translokation  bedingter,  akuter  lymphoblastischer 
Leukämie assoziiert. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das AF4 Protein und im Speziellen sein N-
Terminus in der Lage ist, die zelluläre Transkription durch die Aktivierung und Rekrutierung 
von P-TEFb zu aktivieren. In Anwesenheit von AF4 wird die Kinase-Untereinheit CDK9 des 1. Zusammenfassung 
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P-TEFb  post-translational  an  Lysinresten  modifiziert  und  damit  aktiviert  sowie  die  C-
terminale Domäne der RNAP II im Kontext stärker phosphoryliert. Gleichzeitig wurde das P-
TEFb inaktivierende Protein HEXIM1 stärker exprimiert. AF4 und AF4-MLL waren weiterhin 
in der Lage ein Elongations-kontrolliertes Reportergen zu aktivieren. Gleichzeitig führte die 
Überexpression  des  AF4  zu  einer  Erhöhung  der  zellulären  RNA  Menge.  Zur  genaueren 
Untersuchung  der  AF4-abhängigen  Mechanismen  wurden  zwei  Zelllinien  erstellt,  die  zum 
Einen  eine  induzierbare  und  reproduzierbare  Überexpression  und  Reinigung  des  AF4 
erlaubten  (TCZP-AF4ST)  und  zum  Anderen  durch  lentiviralen  knock-down  eine  an  AF4-
Mangelsituation nachstellten (AF4kd V100). Es konnte so gezeigt werden, dass AF4 über P-
TEFb  hinaus  eine  regulative  Funktion  gegenüber  Transkription-assoziierten  Faktoren  wie 
CDK7, MENIN und NFκB besitzt und dass diese Faktoren vorrangig, analog zu P-TEFb, mit 
dem N-Terminus des AF4 interagieren. Die Überexpression von AF4 führte über die Bindung 
an  die  7SK  snRNA  und  deren  Degradation  zur  Rekrutierung  des  P-TEFb  aus  den 
Speicherkomplexen in distinkte AF4-assoziierte Komplexe und zu einer Umverteilung des 
Faktors auf distinkte Loci im Zellkern, wobei der AF4 N-Terminus für sich alleine jedoch nicht 
in der Lage war, diese Funktion auszuüben. Im Falle eines Mangels an AF4 kam es zur 
Wachstumsretardierung  der  Zellen  sowie  zu  einem  völligen  Aktivitätsverlust  in 
Reportergenversuchen. 
Die Tatsache, dass AF4 ein zentrales Element in der Elongationskontrolle darstellt führte zu 
der  weitergehenden  Vermutung,  dass  virale  immediate  early  (IE)  Proteine  zur  Kontrolle 
viraler  Genexpression  auf  der  Ebene  der  Elongation  ebenfalls  auf  dieses  Wirtsprotein 
zugreifen können. Es konnte vor diesem Hintergrund gezeigt werden, dass AF4 tatsächlich 
mit den IE-Proteinen IE1 (HCMV) und Zta (EBV) aus der Familie der Herpesviren interagiert 
und durch die Stabilisierung des AF4 Proteins eine kooperative, transaktivierende Funktion 
auf ein ALOX5 Reportergen ausgeübt wurde. Es wurde gezeigt, dass die viralen IE-Proteine 
dabei Komponenten der AF4 Komplexe sind und in der Zelle zur epigenetischen Regulation 
des ALOX5 Gens führen. Weiterhin konnte in diesen Experimenten dargestellt werden, dass 
AF4  über  seine  Rolle  in  der  Elongationskontrolle  hinaus  auch  distinkte  Effekte  in  der 
Aktivierung von Promotoren und damit in der Initiation der Transkription zeigt. Damit konnte 
in  dieser  Arbeit  zum  ersten  Mal  die  essentielle  Rolle  des  AF4  Proteins  in  der 
Elongationskontrolle  und  der  Initiation  der  Transkription  als  auch  in  der  Infektion  durch 
Herpesviren gezeigt werden.  
   2. Einleitung 






Der  genetische  Informationsfluss  wird  im  Allgemeinen  als  ein  zweistufiger,  konsekutiver 
Prozess  beschrieben  und  führt  zur  Expression  von  codierenden  Genen  und  damit  zur 
Synthese  von  Proteinen.  Transkription  (von  lateinisch  transcribere  "um/überschreiben") 
beschreibt den ersten der beiden fundamentalen Prozesse in der zellulären Genexpression, 
nämlich  die  Übersetzung  eines  spezifischen  DNA-Abschnittes  des  Genoms  in 
komplementäre  RNA.  Dieser  Prozess  leitet  damit  die  Umwandlung  der  sequentiellen, 
codierten  Informationen,  welche  in  Form  der  Gene  in  der  DNA  hinterlegt  sind,  in 
dreidimensionale und funktionelle Produkte ein (siehe Abbildung 2.1. A). Damit wird aus der 
"geschriebenen", passiven Information der DNA ein physisches Konstrukt, welches aktiv eine 
oder  mehrere  Aufgaben  wahrnimmt.  Die  Transkription  wird  als  mehrphasiger,  zyklischer 
Prozess  verstanden,  in  dem  die  beteiligten  Faktoren  durch  verschiedene  Stadien 
prozessieren  (siehe  Abbildung  2.1.  B).  Die  Gesamtheit  aller  zu  einem  Zeitpunkt 
transkribierter  RNA  in  einer  Zelle  bezeichnet  man  als  Transkriptom.  Betrachtet  man  den 
genetischen Informationsfluss, so stellt die Transkription selbst nicht den direkten Übergang 
auf die funktionelle biologische Ebene in Form der Proteine und Makromoleküle dar, auch 
wenn diese Ansicht in Hinblick der Ergebnisse aus dem letzten Jahrzehnt nicht vollständig 
korrekt  ist.  Transkription  produziert  durch  die  RNA  vielmehr  eine  Zwischenstufe,  die  für 
verschiedene  Zwecke  in  der  Zelle  verwendet  werden  kann.  Die  Weitervermittlung  von 
Informationen in Form von messenger-RNA (mRNA) als Edukt der Translationsreaktion ist 
neben der Synthese ribosomaler RNA dabei jedoch weiterhin dominant. Für die Zelle ergibt 
sich an dieser Stelle eine komplexe Regulationsebene in der entsprechend den Bedürfnissen 
und  Umwelteinflüssen  die  benötigten  RNA-Produkte  zielgerichtet  synthetisiert  werden 
können.  So  findet  man  neben  vielfältigen  direkten  Modifikationen  der  RNA  wie  dem  5'-
Methylcapping, der Entfernung von endständigen polyA-Sequenzen oder dem Spleißen der 
prä-mRNA (heterogeneous nuclear RNA, hnRNA) grundlegend auch vielfältige verschiedene 
Formen  der  RNA  selbst,  deren  Funktionen  weit  über  die  einfache  Weitergabe  von 
Informationen  hinausgeht.  Die  Regulation  der  Transkription  ist  entsprechend  diesen 
Anforderungen  und  Möglichkeiten  vielschichtig  und  erfordert  eine  feinabgestimmte 
Maschinerie  an  Enzymen  und  Transkriptionsfaktoren.  Deren  genaue  Wirkungsweise  und 
Abhängigkeit  ist  immer  noch  weit  davon  entfernt  verstanden  zu  sein  und  zur  Zeit 




Abbildung 2.1. A) Der genetische Informationsfluss. B) Die zyklischen Phasen der Transkription in Eukaryoten.
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zurückbleiben, um für eine Re-Initiation bereit zu stehen
5,6. Die Bindung eines Holoenzyms 
würde dann zur Redundanz mehrerer Faktoren führen.  
Die Errichtung der korrekten Architektur dieses Prä-Initiationskomplexes (PIC, Pre-initiation 
complex) und die Modifikation seiner Untereinheiten wird als PIC-Assemblierung bezeichnet 
(PIC assembly). Dabei akkumulieren die GTFs nicht gleichmäßig innerhalb des PIC, sondern 
sind als ein Fließgleichgewicht assoziierender und dissoziierender Faktoren zu verstehen. 
Nur in Anwesenheit der korrekten Komposition aktiver GTFs ist die RNAP II stabil mit der 
DNA assoziiert und kann mit der Synthese der RNA beginnen
7,8. Nach der Bindung schließt 
sich die RNAP II durch flexible Bindedomänen um die Promotor-DNA und muss durch die 
enzymatische Aktivität eines GTF in einen geöffneten Zustand überführt werden. Dies wird 
zusammen  mit  der  folgenden  Öffnung  der  DNA-Helix  durch  zwei  GTF-spezifische,  ATP-
abhängige DNA-Helikasen als Formierung des offenen Komplexes oder Aufschmelzen des 
Promotors  bezeichnet (open  complex formation/Promotor  melting)
9,10.  Die  Gesamtheit  der 
geöffneten DNA-Helix mit dem inkorporierten PIC bildet die sogenannte Transkriptionsblase 
(transcription bubble), welche sich dann während der Elongation über das Gen bewegt. 
Zusätzlich  muss  für  eine  produktive  Transkription  ein  epigenetisches  Umfeld  geschaffen 
werden,  welches  das  Voranschreiten  der  RNAP  II  ermöglicht.  Dazu  werden 
histonmodifizierende  und  Chromatin-remodellierende  Enzyme  rekrutiert,  welche  an  den 
Promotor-assoziierten  Nukleosomen  den  Übergang  von  räumlich  kondensiertem 
Heterochromatin  zu  transkriptionell  aktivem,  offenen  Euchromatin  vermitteln
11-13.  Die 
Reihenfolge  im  Auftreten  solcher  Histonmodifikatoren  und  der  GTFs  ist  nicht  uniform, 
sondern scheint Gen- und Kontextspezifität zu zeigen. So kann es für die Bindung der GTFs 
notwendig sein, dass bereits ein entsprechendes epigenetisches Umfeld vorhanden ist
14,15. 
Im Gegenzug kann auch das Eintreffen der Histonmodifikatoren die Transkription an bereits 
assemblierten PICs auslösen
16,17.  
Nachdem alle Faktoren bereit stehen, kann die RNAP II die Transkription initiieren und den 
Promotor  verlassen  (Promotor  clearance).  Dabei  müssen  jedoch  zwei  Kontrollpunkte 
passiert werden. Zum Einen kann die RNAP II die Initiation im Falle unstabiler, sehr kurzer (< 
6  Nukleotide)  Transkripte  abbrechen  (abortive  transcription),  es  handelt  sich  hierbei 
wahrscheinlich um ein Korrekturlesen der gebildeten RNA
18. Erst nach dem Erreichen einer 
Länge von ca. 25 Nukleotiden wird die RNA mit einer stabilisierenden 5'-Methylcap versehen 
und zeigt damit den Übergang zur produktiven Initiation an
19. Zum Anderen muss das Muster 
spezifischer  Modifikationen  an  der  C-terminalen  Domäne  der  RNAP  II  korrekt  eingestellt 
werden, sie wechselt in dieser Transition von einem hypo- zu einem hyperphosphorylierten 
Zustand
20,21. Es kommt dabei zur Dissoziation und dem Recyceln bzw. Zurückbleiben von 
Initiationsfaktoren (s.o.)
22,23 bei gleichzeitiger Assoziation von Faktoren der RNA-Reifung
24 2. Einleitung 




25. Die RNAP II erfährt in einer Vielzahl von Genen, 
vorrangig  solcher,  die  durch  Signalinduktion  reguliert  und  Entwicklungsprozessen 
zugeordnet sind, eine zusätzliche Kontrolle. Sie pausiert nach der Synthese eines kurzen, 
etwa 50 Nukleotide langen, Transkripts (stalled/paused/poised polymerase, synonym) indem 
sie  durch  negative  Elongationsfaktoren  blockiert  wird
26,27.  Diese  rekrutieren  Capping-
Enzyme,  welche  die  oben  beschriebe  Stabilisierung  der  RNA  vermitteln
28  und  so  sicher 
stellen, dass nur stabile und korrekte Transkripte synthetisiert werden. Schlussendlich liegen 
zwei antagonistische Histonmodifikationen an der pausierten RNAP II vor, die im Falle einer 
Rekrutierung  aktivierender  Histonmodifikatoren
25  schnell  im  Sinne  einer  produktiven 
Elongation  aufgelöst  werden  können
29.  Erst  nach  der  Erfüllung  aller  genannten 
Kontrollkriterien kann die RNAP II voranschreiten und in die Phase der Elongation wechseln. 
Im Laufe der Elongation verändert sich der Phosphorylierungszustand der RNAP II erneut
30 
und sie assoziiert mit Faktoren, die ihre Prozessivität begünstigen und regulieren. So werden 
durch  Histonmodifikationen  strangabwärts  der  RNAP  II  aktivierende  epigenetische 
Signaturen erzeugt
31,32, blockierende Histone durch Chaperone beseitigt und strangaufwärts 
der RNAP II wieder in die DNA integriert
33,34. Die Histone werden durch Hypoacetylierung 
reversibel  inaktiviert,  um  eine  ungewollte  Re-Initiation  an  dieser  Stelle  zu  vermeiden
35. 
Zusätzlich  assoziieren  Spleißfaktoren  mit  der  elongierenden  RNAP  II  und  führen  so 
zusammen  mit  obengenannten  Faktoren  zu  einer  co-transkriptionellen  Reifung  der 
RNA
24,36,37. 
Schlussendlich  kommt  es  am  3'-Ende  des  transkribierten  Gens  zur  Termination  der 
Transkription. In Eukaryoten wurden zwei Wege der Termination identifiziert, von denen hier 
jedoch  nur  der  Polyadenylierungs-abhängige  Weg  vorgestellt  werden  soll.  Die  meisten 
Protein-kodierenden  Gene  tragen  an  ihrem  3'-Ende  ein  Polyadenylierungssignal  mit  der 
Sequenz  5'-AAUAAA-3',  die  vor  einer  G/U-reichen  Sequenz  liegt.  Nach  der  Transkription 
dieses Signals sinkt die Prozessivität der RNAP II schnell ab und sie pausiert strangabwärts 
des Signals (~200-800 Nukleotide). Die gebildete RNA wird darauf hin endoribonukleolytisch 
gespalten  wobei  der  strangaufwärts  liegende  Abschnitt,  also  die  codierende  Region, 
polyadenyliert  und  der  strangabwärts  liegende  Abschnitt  degradiert  wird.  Dies  wird  im 
Menschen  durch  eine  Reihe  von  Terminationsfaktoren  vermittelt
38,  welche  von  dem 
korrekten Phosphorylierungsmuster der RNAP II abhängig sind. Sie binden an die RNAP II 
sowie  die  RNA,  induzieren  das  Pausieren  der  Polymerase  und  können  erst  dann  die 
Termination  und  das  Prozessieren  der  RNA  sowie  deren  Export  in  das  Zytoplasma 
einleiten
39,40. Interessanterweise führen Defekte in den Terminationssignalen zu reduzierten 
Transkriptionsniveaus  bei  den  nachfolgenden,  strangabwärts  liegenden  Genen
41,  was  auf 
eine Interferenz des nicht pausierten RNAP II mit dem nächsten Promotor hinweist. 2. Einleitung 
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Aufgrund der zyklischen Natur der Transkription wird die RNAP II nach der Termination nicht 
degradiert  oder  von  der  Transkriptionsmaschinerie  dissoziiert.  Vielmehr  erfolgt  eine 
Wiederherstellung des Prä-Initiationsstatus durch die Umkehr der Hyperphosphorylierung in 
eine hypophosphorylierte Form der RNAP II. Dazu werden spezifische Phosphatasen zur 
RNAP II rekrutiert
42,43. Eine auf diese Weise recycelte RNAP II kann mit den am Promotor 
zurückgebliebenen GTFs interagieren und so die Transkription erneut einleiten. Die GTFs 
formen  dabei  ein  essentielles  Gerüst,  an  welches  die  RNAP  II  binden  kann  (reinitiation 
scaffold)
6,44. Man spricht hier von DNA-Schleifen (gene looping), welche die Promotoren und 
die terminalen Regionen eines Gens in unmittelbare Nähe bringen und der RNAP II so einen 
schnellen Übergang zur Re-Initiation ermöglicht
45,46. 
Dieser  zyklische  Ablauf  der Transkription  darf nicht  als  ein  singuläres  und  unabhängiges 
Ereignis an einem einzelnen Gen betrachtet werden. Es konnte gezeigt werden, dass auch 
weit  entfernte,  aktive  Allele  transkribierter  Gene  in  subnukleären  Kompartimenten  co-
lokalisieren können und dort in sogenannten "Transkriptionsfabriken" (transcription factories) 
parallel umgeschrieben werden. Diese bestehen aus einer Ansammlung aktiver RNAP II und 
einer  Vielzahl  an  Transkriptionsfaktoren,  die  migrierende  Gene  in  Abhängigkeit  ihrer 
Promotorstruktur und dem Vorhandensein von Introns spezifisch transkribieren
47,48. Solche 
bereitstehenden "Fabriken" könnten auch die Erklärung für die Identifizierung von RNAP II 
Holoenzymen sein, die dort als bereits assemblierte Komplexe vorliegen. 
2.1.3. Genetische Elemente der Transkription 
Zum  Verständnis  der  Transkription  ist  es  notwendig,  die  zentralen  DNA-Elemente  der 
Transkriptionsinitiation und -elongation in Struktur und Funktion zu erläutern. Im Folgenden 
werden diese Elemente mit ihren zentralen Eigenschaften vorgestellt. Der Fokus liegt hier 
auf der Transkription in höheren Eukaryoten. 
2.1.3.1. Minimalpromotor/Kernpromotor 
Der Minimalpromotor ist eine variable, mehrteilige DNA-Sequenz, die in unmittelbarer Nähe 
zur Transkriptionsstartseite (TSS, definiert als bp +1) liegt. Er ist unabdingbar für die Initiation 
der Transkription, da er u.a. die Bindungsstelle für eine Reihe von Transkriptionsfaktoren 
bildet, die wiederum die RNA-Polymerasen rekrutieren. Das zuerst charakterisierte Element 
des Minimalpromotors war die hochkonservierte TATA-Box
49. Sie ist zwischen bp -35 bis -25 
lokalisiert  und  besitzt  im  Menschen  die  Konsensussequenz  5'-TATAWA-3'  (generell  5'-
TATA(A/T)A(A/T)(A/G)-3').  Der  Anteil  an  Minimalpromotoren  mit  einer  TATA-Box  liegt  im 
Menschen bei rund 35%, wobei in der Erkennung bis zu zwei Basenfehlpaarungen möglich 
sind
50,51.  Die  TATA-Box  selbst  ist  damit  nicht  zwingend  für  die  Transkription  erforderlich, 2. Einleitung 
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vielmehr unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Wegen der Prä-Initiation, einem 
TFIID-abhängigen  und  einem  TFIID-unabhängigen/SAGA-abhängigen  Weg
52,53.  Das 
Vorhandensein  einer  TATA-Box  sorgt  für  eine  eindeutige  Lokalisation  der 
Transkriptionsinitiation. TFIID (Transkriptionsfaktor IID) ist der wichtigste Bindungsfaktor für 
diesen Minimalpromotor und ein Komplex aus dem zentralen TATA-binding protein TBP und 
13  weiteren  Faktoren,  den  TBP-associated  factors  TAFs
54.  Während  TBP  die  TATA-Box 
direkt bindet, interagieren die TAFs auf Elemente strangauf und -abwärts der TSS. Weitere 
Elemente sind direkt von der TATA-Box abhängig, so können die TFIIB Erkennungselemente 
(BREu und BREd, TFIIB recognition element) als auch das TAF1 Erkennungselement (DCE, 
downstream core promoter) nur in Kooperation mit einer TATA-Box funktionieren
55,56 (siehe 
Abbildung 2.1.3.1.). 
Das  zweite  wichtige  Element  im  Minimalpromotor  ist  das  ebenfalls  konservierte 
Initiatorelement (INR) mit der Konsensussequenz 5'-YYANWYY-3' an der TSS, welches als 
Bindestelle für RNA-Polymerase II (RNAP II) im Komplex mit TFIIB, TFIIA und TFIID (TAF1, 
TAF2) dient
57,58. INR kann sowohl mit als auch ohne TATA-Box wirken. Die oben gezeigte 
Sequenz  für  INR  gilt  als  die  "strikte"  Variante  (sINR),  die  vor  allem  in  TATA-losen 
Promotoren  auftritt  und  dort  mit  einer  Bindestelle  des  Transkriptionsfaktors  SP1 
wechselwirkt
59.  Obwohl  die  TATA-losen  (und  auch  INR-losen)  Promotoren  den  größeren 
Anteil  im  Genom  stellen,  sind  die  Mechanismen  der  Initiation  hier  unklar.  Neben  raren 
Elementen wie XCPE1 oder MED-1 konnte unter Zuhilfenahme der Bioinformatik festgestellt 
werden, dass die meisten dieser Promotoren mit CpG-Inseln assoziiert sind
60,61. Aufgrund 
der Methylierungssensitivität der CpG-Elemente (Cytosine in dieser Position tendieren dazu, 
methyliert zu werden) könnte dies ein Hinweis auf epigenetische Regulationsmechanismen 
sein, die aber noch aufzuklären sind. Ein zusätzliches Phänomen ist das Vorhandensein von 
multiplen  Initiationsstellen
62.  Man  geht  davon  aus,  dass  in  diesem  Fall  die 
Transkriptionsmaschinerie  durch  proximale  Transkriptionsfaktorbindestellen  rekrutiert  wird 
und  die  Polymerase  an  mehreren  geeigneten  und  naheliegenden  Nukleotiden  ansetzten 
kann. Solche Bindestellen proximal zur TSS sind häufig und es gibt dort eine Reihe stark 
repräsentierter  Transkriptionsfaktoren  wie  SP1,  NRF1  oder  CREB
51  (siehe  Abbildung 
2.1.3.1.).  
Aufgrund der immer stärker in Erscheinung tretenden Diversifizierung des Minimalpromotors 
konnten  mittlerweile  auch  verschiedene  Varianten  bestimmten  Gruppen  von  Genen 
zugeordnet werden. So sind TATA-Box Promotoren mit gewebespezifischen Genen sowie 
Genen  assoziiert,  die  u.a.  für  Prozesse  in  der  Entwicklung,  Wundheilung  oder 
Entzündungsreaktionen zuständig sind
63,64. Auf der anderen Seite wurden TATA-lose sINR 
Promotoren  vorrangig  in  Genen  gefunden,  die  den  Nukleotid-Metabolismus  und  die 2. Einleitung 




59. Neben seiner zentralen Rolle in der Initiation hat 
der Minimalpromotor auch Effekte auf die Transkriptionselongation bzw. das Voranschreiten 
der RNA-Polymerase II. So ist für die NFκB-vermittelte Transkription, welche Effekte auf die 
Elongation  zeigt,  die  Positionierung  eines  Enhancer-Elements  zu  dem  Minimalpromotor 
wichtig. Die Zielgene von NFκB können in ihrer Abhängigkeit von der TATA-Box in  zwei 
Gruppen unterteilt werden. Minimalpromotoren mit TATA-Box werden durch P-TEFb reguliert 
(TFIID-unabhängig)  und  solche  ohne  TATA-Box  durch  DSIF  (TFIID-abhängig)
53.  Ähnliche 
Effekte konnten mittlerweile auch für die c-myc abhängige Transkription gezeigt werden
65. 
Da die RNA-Polymerase II sowohl in der Initiation als auch der Elongation die entscheidende 
Rolle spielt, ist diese übergreifende Relevanz des Minimalpromotors nachvollziehbar. Seine 
Struktur  bestimmt  die  Zusammensetzung  des  Prä-Initiationskomplex  und  damit  das 
funktionelle Umfeld der Polymerase.  
Es besteht weiterhin ein Zusammenhang zwischen der Struktur des Minimalpromotors und 
der Genstruktur. Gene unter der Kontrolle von TATA-Box-losen Promotoren sind im Mittel 
dreimal so lang wie solche mit einer TATA-Box. Weiterhin ist die Länge eines Gens invers 
mit der Expressionsstärke der TATA-Box korreliert
63. Infolge dessen ist die TATA-Box für 
eine  starke  und  explosive  Transkription  ("bursty  transcription")  kurzer  Gene  besser 
geeignet
66, während TATA-Box-lose Promotoren eine gleichmäßige Expression unabhängig 
von  der  Länge  des  Gens  gewährleisten.  Die  konsekutiv  laufenden  RNA-Polymerasen 
könnten auf langen, also intronreichen, Genen bei explosiver Transkription kollidieren und 
damit die Elongation frühzeitig terminieren
67. 2. Einleitung 




Abbildung  2.1.3.1  Vereinfachte  Promotorstruktur  in  der  eukaryoten  Genexpression.  (A)  TATA/INR-lose 
Promotoren wirken vermutlich über methylierungssensitive, epigenetisch regulierte Promotorbereiche an CpG-
Inseln.  Proximal  dazu  sind  Bindestellen  (TF  RE,  transcription  factor  recognition  element)  für  diverse 
Transkriptionsfaktoren  (z.B. SP1, NRF1, CREB) lokalisiert, welche den PIC rekrutieren. (B) Promotoren mit einer 
TATA-Box  und  INR  Element wirken  über  die  sequentielle  Bindung  von  GTFs  an  diese  und  weitere  proximal 
lokalisierte Elemente (BREu, BREd, DCE) in der unmittelbaren Umgebung der TSS. So kann am INR Element die 
Bindung der RNAP II in Komplex mit GTFs wie TFIID und TFIIB stattfinden. 
2.1.3.2. Enhancer/Silencer 
Enhancer (von englisch to enhance "erhöhen, verbessern") sind der klassischen Definition 
nach regulative Sequenzen der DNA, welche die Transkription aktivieren und nicht Teil des 
Kernpromotors sind. Sie entkoppeln damit die Steuerung der Transkription von diesem und 
fügen eine zusätzliche Regulationsebene hinzu. Nach der Entdeckung in Viren wurden sie 
schnell auch in der Expression gewebsspezifischer Gene im Menschen identifiziert
68,69. Sie 
gelten als distale Elemente und sind i.d.R., aber nicht ausnahmslos, in cis-wirkend
70 (siehe 
Abbildung 2.1.3.2. A). Ihre Lokalisation ist nicht stringent, sie können sowohl strangaufwärts 
als  auch  -abwärts  und weit  (100.000+ bp  in  Metazoen
71)  entfernt  von der TSS  und  dem 
Kernpromotor  liegen,  in  Introns  und  auch  in  inverser  Orientation
68,72.  Im  Laufe  der  Zeit 
wurden neben aktivierenden Elementen auch Sequenzen gefunden, welche die Transkription 
reprimieren. Der Nomenklatur folgend wurden diese Sequenzen Silencer (von englisch to 2. Einleitung 
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silence "abdämpfen, zum Schweigen bringen") getauft. Die Trennschärfe zwischen Enhancer 
und  Silencer  ist  jedoch  gering,  da  auch  repressiv  wirkende  Sequenzen  in  Enhancer-
Elementen liegen können
73.  
Die  grundlegende  Funktionsweise  dieser  Elemente  ist  identisch,  der  funktionelle  Einfluss 
wird  erst  durch  die  assoziierten  Faktoren  bestimmt.  Beide  dienen  als  Bindestellen  für 
typischerweise  zwei oder mehr sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren wie NFκB oder 
AP1
74,75, welche entweder direkt auf die RNA-Polymerase bzw. den Prä-Initiationskomplex 
oder  indirekt  auf  andere  Transkriptionsfaktoren  sowie  das  Chromatin  einen  Einfluss 
ausüben
76,77. Daher kann keine allgemeine Konsensussequenz abgeleitet werden, sondern 
nur  jeweils  eine  Transkriptionsfaktor-abhängige  Konsensussequenz.  Üblicherweise  vereint 
ein Enhancer einen Cluster aus Bindestellen
78. Die Transkriptionsfaktoren werden je nach 
Funktion  als  Aktivatoren  oder  Repressoren  bezeichnet;  sie  sind  trans-wirkende  Faktoren. 
Enhancer und Silencer werden oft mit Promotoren der Gene assoziiert, die einen Einfluss auf 
die Entwicklung und die gewebsspezifische Transkription haben
79,80. Durch die Balance aus 
Aktivatoren  und  Repressoren  können  so  in  spezifischen  Entwicklungsstadien  und 
Gewebefunktionen  Gene  gezielt  gesteuert  werden.  Dies  hat  auch  bemerkenswerte 
evolutionsbiologische Aspekte
81. Damit Enhancer den Minimalpromotor beeinflussen können, 
müssen die vor allem in Metazoen beträchtlichen Entfernungen zu ihm überbrückt werden. 
Man  geht  davon  aus,  dass  manche  Transkriptionsfaktoren  in  der  Lage  sind,  eine 
Schleifenbildung  der  chromosomalen  DNA  zu  induzieren  ("DNA/chromatin  looping",  siehe 
auch 2.1.3.3.). Sie bilden so eine räumliche Nähe zwischen Enhancer und Promotor aus und 
überbrücken isolierende Abschnitte auf dem Chromosom, welche in der Schleife liegen
82. Die 
ablaufenden  Prozesse  sind  nicht  im  Detail  aufgeklärt, man geht jedoch  davon  aus,  dass 
Cohesin eine tragende Rolle spielen
83,84.  
Inwiefern Transkriptionsfaktoren in einem Enhancerelement direkt miteinander interagieren 
oder  voneinander  abhängig  arbeiten  wird  noch  immer  diskutiert.  Eine  vollständige 
Kooperation der Faktoren durch Bildung von gemeinsamen Proteinkomplexen via Protein-
Protein-Interaktionen  wird  im  Modell  der  "Enhanceosomen"  beschrieben  (siehe  Abbildung 
2.1.3.2. B). Die Faktoren erzeugen so in ihrer Summe ein einzelnes funktionelles Signal, 
beschrieben  am  Beispiel  des  Interferon-β  Gens
85.  Alternativ  könnten  verschiedene 
Transkriptionsfaktoren einzelne Signale setzen, deren Summe abhängig vom Kontext und 
Beobachter einen Einfluss auf die Transkription ausübt. Man spricht hier von dem "Billboard"-
Modell (in etwa "Anschlagtafel/Reklametafel", siehe Abbildung 2.1.3.2. C)
80. Im Allgemeinen 
und speziell für das Enhanceosomen-Model ist die Anordnung der Bindestellen innerhalb 
des Elements entscheidend für dessen Funktionalität, man spricht von der "Grammatik" und 
dem "Syntax" des Enhancers
85. Zusätzlich ist die Orientierung der Bindung wichtig, da eine 2. Einleitung 
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Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Basenpaare zum Verlust der Funktionalität führt. 
Eine bedeutende Ausnahme ist die Insertion von genau 10 bp, also genau einen Umlauf der 
DNA-Helix,  die  keinen  Funktionsverlust  herbeiführt.  Dies  unterstreicht  die  Notwendigkeit 
einer gerichteten Interaktion benachbarter Transkriptionsfaktoren
11,86. 
Abbildung 2.1.3.2. Enhancer/Silencer. (A) Schematische Darstellung der Lokalisation Promotor-regulierender in 
cis  wirkender  Elemente  (Enhancer/Silencer)  im  gleichen DNA-Strang.  Die  aktivierenden/repressiven  Einflüsse 
dieser Elemente erstellen eine Kontext-abhängige Aktivität des Promotors und damit der Genexpression. (B) Das 
statische  Modell  der  "Enhanceosomen"  basiert  auf  der  Annahme,  dass  die  Interaktion  proximal  bindender 
Transkriptionsfaktoren  durch  Bildung  von  Proteinkomplexen  ein  einheitliches  Signal  bzgl.  der  Transkription 
erzeugt. (C) Das dynamische "Billboard"-Modell weist jeden Transkriptionsfaktor ein distinktes Signal zu. Die so 
entstehende  Signalsumme  wird  Kontext-abhängig  durch  den  jeweiligen  Interpreten  in  ein  Transkriptions-
regulierendes Ereignis umgesetzt. 2. Einleitung 




Isolatoren  (insulators)  sind  DNA-Protein-Komplexe,  die  eine  Blockade  der  Interaktion 
zwischen Enhancer und Kernpromotor oder eine Abschirmung der repressiven Effekte des 
Heterochromatin vermitteln
87,88. Sie organisieren und erhalten so funktionelle Regionen in der 
Transkription. Ähnlich wie ein Enhancer besteht ein Isolator aus einer DNA-Sequenz und 
einem sequenzspezifisch bindenden Protein, welches wiederum mit anderen Proteinen in 
Wechselwirkung treten kann. In den Vertebraten wird diese Funktion hauptsächlich durch 
den Isolator CTCF (11-zinc finger protein, CCCTC binding factor) ausgeübt
89. CTCF ist ein 
hochkonserviertes  Protein  mit  einer  annähernd  hundertprozentigen  Homologie  zwischen 
Maus, Huhn und Mensch und gilt als evolutionäres Destillat der Vielzahl an Isolatoren, die 
man in Drosophila melanogaster identifiziert hat
90,91. Ein homozygoter CTCF knockout führt 
entsprechend  zu  einer  frühen  embryonalen  Letalität  in  Mäusen
92.  CTCF  kann  an  eine 
Vielzahl sehr divergenter DNA-Sequenzen und Proteine unter Verwendung seiner Zinkfinger 
binden, unter anderem auch an Cohesin (siehe auch 2.1.3.2.). Cohesin wurde im Genom in 
Abhängigkeit von CTCF an dessen Zielsequenzen identifiziert. Es bildet einen ringförmigen 
Komplex, der u.a. in der Lage ist Chromatiden während der S- und M-Phase des Zellzyklus 
zusammenzuhalten
93-95.  Die  Fähigkeit  des  Cohesin  inter-  und  intrachromosomal  Kontakte 
herzustellen  kann  von  CTCF  genutzt  werden,  um  bestimmte  genomische  Regionen  zu 
reorganisieren und somit transkriptionell zu regulieren. Es kommt über den Kontakt zwischen 
CTCF  mit  mehreren  seiner  Bindestellen  und/oder  assoziierter  Faktoren  wie  Cohesin  zur 
Ausbildung von definierten, dreidimensionalen Schlaufen im Chromatin (chromatin loops), 
welche die Zugänglichkeit der enthaltenen Gene und Gengruppen für funktionelle Faktoren 
ermöglicht  oder  blockiert.  Andere  Bindungspartner  des  CTCF  wie  CHD8  (chromodomain 
helicase 8) vermitteln einen Einfluss auf die Chromatinstruktur durch CpG DNA-Methylierung 
und Histonacetylierung und weisen so auf zusätzliche epigenetische Effekte durch CTCF 
hin
96. Darüber hinaus wurde ein direkter Einfluss auf die RNA-Polymerase II nachgewiesen. 
So assoziiert RPB1 mit intakten CTCF-Bindungsstellen, welche dann in promotorlosen C-
MYC Reportergenen hinreichend für deren Transkription war
97.  
Die genomische Verteilung des CTCF ist noch nicht hinreichend geklärt, Studien gehen von 
bis zu vierzigtausend Bindungsstellen im Genom der Vertebraten aus
98. Obwohl die Anzahl 
der Bindungsstellen mit der Gendichte eines Chromosoms korreliert, liegt etwa die Hälfte 
dieser Stellen außerhalb von Genen und im Mittel 48 Kilobasen entfernt von Promotoren. 
Nur ca. 20% liegen in der Nähe von Promotoren und rund ein Drittel ist in Genen lokalisiert. 
Diese  Verteilung  konnte  sowohl  in  humanen  Fibroblasten  (IMR90)  als  auch  in  ruhenden 
CD4
+  T-Zellen  gezeigt  werden
99,100.  Betrachtet man  die  Lokalisierung aus  einer  größeren 
Perspektive lassen sich weitere Verteilungsmuster ableiten; so enthalten Regionen mit einer 2. Einleitung 
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unterdurchschnittlichen  Anzahl  an  CTCF-Bindestellen  gemeinsam  regulierte  Gengruppen, 
also Gruppen die nicht voneinander isoliert werden müssen. Weiterhin findet man CTCF-
Bindestellen in den Übergängen von epigenetisch unterschiedlich regulierten Regionen des 
Chromatin,  wie  z.B.  flankierend  von  H3K27me  (Histon  3,  Lysin  27  Monomethylierung) 
Domänen  in  CD4
+  T-Zellen
100.  Im  Kontext  dazu  ist  die  Lokalisation  von  ca.  30-50%  der 
CTCF-Bindestellen  zelltypspezifisch,  was  auf  die  Regulation  definierter  Gengruppen  im 
jeweiligen Entwicklungsprozess (cell fate) hinweist. Diese Funktion der Isolatoren erfordert 
eine  feinabgestimmte  Regulation  um  die  benötigten  Genexpressionsmuster  und  nukleäre 
Organisation während der Differenzierung der Zelle korrekt zu steuern. Ein Ansatz hierbei ist 
die  Kontrolle  der  Protein-DNA-Interaktion  durch  CpG-Methylierung  und  genomische 
Prägung. So bindet CTCF im H19/IGF2 Lokus nur an nicht methylierte Bindungsstellen im 
Mutterallel
101,  ein  ähnliches  Verhalten  konnte  auch  für  andere  Genloci  wie  RASGRF1, 
GRB10 oder INK/ARF gezeigt werden
102-104. Eine weitere Möglichkeit der Regulation ist die 
posttranslationale Modifikation von CTCF mittels Phosphorylierung seines C-Terminus durch 
die Proteinkinase CK2 (casein kinase II)
105 oder ADP-Ribosylation durch PARP-1 (poly(ADP-
ribose)  polymerase  1)
106.  Beide  Effekte  führen  zur  funktionellen  Inaktivierung  von  CTCF, 
verhindern  jedoch  nicht  dessen  Bindung  an  Zielsequenzen.  Darüber  hinaus  gibt  es 
konkurrierende,  paraloge  Faktoren  wie  CTCFL/BORIS  (brother  of  regulator  of  imprinted 
sites), welche durch ein zentrales 12-Zinkfinger-Motiv an analoge DNA-Sequenzen binden. 
Im  physiologischen  Kontext  werden  diese  Faktoren  in  der  Keimbahnentwicklung 
eingesetzt
107.  Im  Falle  von  deregulierter  Expression  können  diese  Konkurrenten  jedoch 
CTCF verdrängen und so zu veränderten, pathogenen Genexpressionsmustern führen
108. 
2.1.4. RNA-Polymerasen 
RNA-Polymerasen  (genauer:  DNA-abhängige  RNA-Polymerasen,  DNA-dependend  RNA 
polymerases, RNAP) sind das  zentrale Element der Transkription und  wurden 1960 zum 
ersten Mal beschrieben
109. Sie bilden eine Gruppe von kernständigen Enzymen, welche die 
Synthese eines RNA-Strangs entlang seiner DNA-Matrize katalysiert. Chemisch betrachtet 
sind  Polymerasen  Nukleotidyltransferasen,  die  Ribonukleotide  am  3'-Ende  eines  RNA-
Strangs  de  novo  synthetisieren.  In  Eukaryoten  sind  insgesamt  fünf  Formen  der  RNAP 
identifiziert worden (RNAP I-V), wobei RNAP IV und V nur in Pflanzen gefunden und an 
dieser  Stelle  nicht  näher  behandelt  werden
110,111.  Die  RNAP  sind  einschließlich  ihrer 
prokaryotischen  Formen  sowohl  strukturell  als  auch  mechanistisch  eng  miteinander 
verwandt
112,  haben  aber  distinkte  katalytische  Kerneinheiten  und  Einsatzgebiete  in  der 
Transkription. Sie formieren sich aus zwei großen Untereinheiten (verwandt mit β und β' der 
E.coli RNA-Polymerase) und 10 bis 15 z.T. paralogen, kleineren Untereinheiten
113. RNAP I-
III  unterscheiden  sich  auch  hinsichtlich  ihrer  Lokalisation,  so  findet  man  RNAP  I  in  den 2. Einleitung 
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Nukleoli  während  RNAP  II  und  III  im  Nukleoplasma  vorhanden  sind
114,  sowie  ihrer 
Sensitivität gegenüber α-Amanitin
115. In dieser Arbeit ist lediglich die RNAP II von zentraler 
Bedeutung und wird daher detailliert vorgestellt. Die RNAP I und III werden an dieser Stelle 
nicht näher erläutert, es sei auf die entsprechende Literatur verwiesen
116-119. 
2.1.4.1. RNA-Polymerase II   
Die  RNAP  II  ist  die  zur  Zeit  strukturell  und  funktionell  am  besten  charakterisierte  RNA-
Polymerase  des  Menschen.  Die  klassische  Rolle  der  RNAP  II  ist  die  Synthese  der  prä-
mRNA  sowie  eines  Großteils  der  snRNA  (small  nuclear  RNA)  und  microRNA
120.  Sie 
produziert damit das entscheidende Substrat der ribosomalen Proteinbiosynthese und ist der 
zentrale Faktor in der Umsetzung des genetischen Codes in funktionelle Proteine. Die durch 
die RNAP II abgelesenen Gene werden als Klasse-II-Gene bezeichnet. RNAP II ist ein 550 
kDa  Multiproteinkomplex  mit  12  Untereinheiten.  Die  beiden  großen  Untereinheiten  Rpb1 
(POLR2A)  und  Rpb2  (POLR2B)  bilden  die  gegenüberliegenden  Flanken  der  Kavität  des 
aktiven Zentrums. Die kleineren Untereinheiten binden entweder direkt an Rpb1 und Rpb2 
oder bilden eine Brücke zwischen den beiden großen Untereinheiten. Entsprechend besteht 
die  RNAP  II  aus  drei miteinander  interagierenden  Gruppen,  Rpb1  (bestehend  aus  Rpb1, 
Rpb5,  Rpb6  und  Rpb8),  Rpb2  (Rpb2  und  Rpb9)  sowie  Rpb3  (Rpb3,  Rpb10,  Rpb11, 
Rpb12)
10,121. Zusätzlich zu diesen Kerneinheiten ragt ein Rpb4-Rpb7 Heterodimer aus dem 
Kern  heraus,  der  sich  von  der  Oberfläche  des  Rpb1  nach  außen  erstreckt.  Auf  der 
Gegenseite  bindet  TFIIF  an  die  Oberfläche  des  Rpb2
122,123.  Ausgehend  von  den 
Erkenntnissen  aus  dem  Aufbau  der  bakteriellen  RNA-Polymerase,  welche  homologe 
Untereinheiten besitzt (Rpb1/β', Rpb2/β, Rpb3/α, Rpb11/α und Rpb6/ω), ist die Biogenese 
der RNAP II in drei Schritte unterteilt
124,125. Zuerst kommt es zur Assemblierung des Rpb3 
Subkomplexes, an den sequentiell erst Rpb2 und abschließend Rpb1 bindet
126,127.  
Der Aufbau von makromolekularen Komplexen wie der RNAP II erfolgt in vivo nicht alleine 
durch  die  Anwesenheit  der  Untereinheiten,  sondern  benötigt  das  Zusammenspiel  mit 
zusätzlichen Faktoren, die jedoch nicht zum finalen Komplex gehören. Dazu gehören der 
R2TP-Komplex  (im  Besonderen  hSpagh),  die  GPN-loop  GTPasen  GPN1,  GPN2,  GPN3 
sowie  RPAP1,  RPAP2  (RNA-polymerase  associated  proteins)  und  GrinL1a  (glutamate 
receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-like 1A)
128-130. Um ihre Funktion wahrzunehmen, 
muss  die  RNAP  II  in  den  Kern  importiert  werden.  Dies  erfordert  eine  bereits  vollständig 
assemblierte RNAP II, da ein Defizit einer beliebigen Untereinheit oder von oben genannten 
Faktoren  zur  zytoplasmatischen  Akkumulation  des  Rpb1  führt
130,131.  Da  keine  der 
Untereinheiten  der  RNAP  II  oder  der  Assemblierungsfaktoren  eine  nukleäre 
Lokalisationssequenz  (NLS)  trägt,  muss  es  einen  zusätzlichen  Faktor  geben,  der  den 2. Einleitung 
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Kernimport vermittelt. Diese Rolle wird von Iwr1/SLC7A6OS (solute carrier family 7, member 
6  opposite  strand)  übernommen. Iwr1  interagiert mit  RNAP  II  an  der Kavität  des  aktiven 
Zentrums und trägt eine zweiteilige NLS, welche die Interaktion mit α-Importin herstellt. Da 
sich  die  Kavität  erst  im  letzten  Assemblierungsschritt  ausbildet,  kann  Iwr1  durch  seine 
Bindung gleichzeitig die Vollständigkeit der RNAP II überprüfen
132. Neben dem Import der 
vollständigen RNAP II ist das Recyceln und damit der Export assoziierter Faktoren wie Iwr1, 
HSP90 oder GPN1 von Bedeutung. Eine Deletion der NES (nukleäre Exportsequenz) des 
Iwr1  oder  Inhibition  des  Exportins  Crm1/Exportin1  (Chromosome  region  maintenance  1 
protein homolog) inhibiert den Import der RNAP II
128,133. 
Trotz der Komplexität des Multiproteinkomplexes der RNAP II ist diese nach dem Kernimport 
nicht in der Lage, die Transkription autonom einzuleiten. Sie benötigt dazu vielmehr eine 
Basisausstattung  an  Transkriptionsfaktoren,  die  basalen  oder  generellen  Transkriptions-
faktoren  GTF  (general  transcription  factors)
134.  Sie  bilden  vorrangig  den  Prä-
initiationskomplex (PIC), der mit der RNAP II interagiert und sie mit dem Promotor assoziiert. 
Die Kombination aus PIC und RNAP II wird auch als basaler Transkriptionskomplex BTC 
(basal transcription complex) bezeichnet
135. Zusätzlich zu diesen trans-wirkenden Faktoren 
unterliegt die RNAP II stark komplexen Modifikationen während des Transkriptionszyklus, 
welche in cis und abhängig von der Phase der Transkription regulativ einwirken.  
Das  humane  Rpb1  besitzt  an  seinem  C-Terminus  eine  Domäne,  die  52  Tandem-
Wiederholungen eines Heptapeptids mit der Konsensussequenz Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-
Pro6-Ser7  (N-YSPTSPS-C)  enthält
136.  Diese  Domäne  wird  als  CTD  (C-terminal  domain) 
bezeichnet  und  ist  Substrat  zahlreicher  kovalenter  Modifikationen,  darunter  hauptsächlich 
Phosphorylierungen,  aber  auch  Glykosylierung,  Ubiquitinylation  und  Methylierung
137,138.  In 
RNAP I und III ist diese Domäne nicht vorhanden. Die Modifikationen der CTD haben einen 
unmittelbaren Einfluss auf das Voranschreiten der RNAP II in den Phasen der Transkription. 
Entsprechend sind Mutationen in dieser Domäne letal, so führt z.B. die Mutation des Thr4 in 
Valin oder Alanin zum Absterben der Zelle
139,140. Die CTD erstreckt sich wie ein Schwanz aus 
dem  Kern  der  RNAP  II  und  dient  als  Bindestelle  für  eine  Vielzahl  von  Faktoren,  welche 
transkriptionell  relevante  Modifikationen  durchführen  oder  die  RNA-Prozessierung  steuern 
(CTD-binding  proteins).  Mehrere  solcher  Faktoren  tragen  eine  charakteristische  CTD-
Bindungsdomäne CID (CTD interacting domain)
141.  
Die Vielzahl an möglichen Kombinationen der Modifikationen ergibt ein komplexes Muster an 
funktionellen  Konformationen,  welche  die  CTD  einnehmen  kann.  So  ist  die  RNAP  II  vor 
Initiation  der  Transkription  am  CTD  unphosphoryliert  (genannt  RNAP  IIA,  hypo-
phosphoryliert) und wird im Verlauf des Transkriptionszyklus vor allem am Ser2 und Ser5 
stark phosphoryliert (genannt RNAP IIO, hyperphosphoryliert). Generell lässt sich erkennen, 2. Einleitung 
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dass nach der Initiation an der TSS eines Gens die Ser5 Positionen stark phosphoryliert 
(Ser5-P) sind, während Ser2 Positionen unphosphoryliert vorliegen. Während der Elongation 
bis  zur  Termination  erfolgt  die  Phosphorylierung  des  Ser2  (Ser2-P)  bei  gleichzeitiger 
Dephosphorylierung  der  Ser5,  so  dass  ein  inverser  Phosphorylierungsstatus  vorliegt
142. 
Verantwortlich für die Phosphorylierung dieser spezifischen Aminosäuren ist die Gruppe der 
CTD-Kinasen. Prominente Vertreter dieser Gruppe sind mehrere Cyclin-abhängige Kinasen, 
die CDKs (cyclin dependend kinases). Ser5 und auch Ser7 werden während der Initiation 
durch das CDK7/Cyclin H Heterodimer des TFIIH phosphoryliert
143,144. Ser2 und Thr4 in der 
elongierenden  RNAP  IIO  werden  durch  das  CDK9/Cyclin  T1  Heterodimer,  dem  P-TEFb 
(positive transcription elongation factor b), phosphoryliert
139,145. Weiterhin kann P-TEFb auch 
die beiden RNAP II Co-Repressoren DSIF und NELF phosphorylieren und die Elongation 
dadurch einleiten
146,147. Es sei an dieser Stelle erwähnt, dass es analog zu Hefeorganismen 
Hinweise  auf  andere,  CDK9-ähnliche  Kinasen  wie  CDK8  und  CDK12  gibt,  welche  Ser2 
phosphorylieren  können.  Deren  genaue  Rolle  während  der  Transkription  bedarf  jedoch 
weiterer Untersuchung
148,149.  
Die Erkenntnisse über das Netzwerk und die Interdependenz der CTD-Kinasen expandieren 
schnell und zeigen ein hochkomplexes Muster. So konnte gezeigt werden, dass CDK7 über 
seine Funktion gegenüber dem Ser5 auch die Rekrutierung von DSIF und TFIIE steuert und 
auch  für  die  Aktivierung  des  P-TEFb  wichtig  ist
150.  BRD4,  bis  dato  als  P-TEFb 
Rekrutierungsfaktor betrachtet, zeigte überraschend atypische Kinaseaktivität gegenüber der 
CTD  und  konnte  Ser2  phosphorylieren
151.  Darüber  hinaus  scheint  BRD4  die  CDK9 
mengenabhängig  entweder  aktivierend  oder  inhibierend  zu  phosphorylieren  und  kann 
wiederum  durch  CDK7-vermittelte  Phosphorylierung  inhibiert  werden.  Zusätzlich  scheint 
TAF7 generell diese Kinasen zu reprimieren
152. Ebenso kann das Cdc2/cyclin B Heterodimer 
über Pin1 (peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1) den CTD in der M-Phase 
des  Zellzyklus  hyperphosphorylieren  (genannt  RNAP  IIOO)  um  die  Transkription  in  der 
Mitose  zu  reprimieren
153.  Es  ist  eindeutig,  dass  intensive  Forschung  auf  dem  Gebiet  der 
CTD-Kinasen  nötig  ist,  um  die  komplexen  Vorgänge  aufzuklären  und  jeder  Kinase  ihre 
korrekte Rolle im richtigen Kontext zuzuweisen.  
Erwartungsgemäß  konnten  auch  Phosphatasen  identifiziert  werden,  die  das 
Phosphorylierungsmuster des CTD beeinflussen. Sie bilden den Gegenpart zu den CTD-
Kinasen und sorgen u.a. für die Bereitstellung der RNAP IIA zu Beginn der Transkription. 
Fcp1 (TFIIF-associating CTD phosphatase 1) dephosphoryliert die elongierende RNAP IIO 
und bereitet sie auf die Assemblierung des PIC vor. Sie kann sowohl Ser2 als auch Ser5 
dephosphorylieren, zeigt aber eine Präferenz für Ser2-P. Entsprechend wird Fcp1 vor allem 
in promotordistalen Bereichen gefunden und ist essentiell für eine produktive Transkription 2. Einleitung 
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154-156. Komplementär dazu dephosphoryliert das humane Ssu72 vorrangig Ser5-P und ist in 
promotorproximalen Bereichen des transkribierten Gens zu finden
157,158. Ssu72 interagiert mit 
Symplekin  und  wird  mit  Polyadenylierung  und  der  Formation  der  3'-Enden  der  RNA 
assoziiert und weist auf die Stellung des CTD als Bindeglied zwischen Transkription und 
Polyadenylierung  hin
159.  Darüber  hinaus  wurde  erst  kürzlich  eine  in  vitro 
Phosphataseaktivität des Ssu72 gegenüber Ser7-P gezeigt
158. 
Das oben beschriebene Muster der CTD-Phosphorylierung während der Elongation hat mit 
Erweiterung des Ser7 und Thr4 in mehreren Genom-weiten ChIP-Studien seine Gültigkeit 
gezeigt
160-162.  Die  Verteilung  der  Ser7-Phosphorylierung  überlappt  mir  der  des  Ser5  und 
weist  darauf  hin,  dass  beide  Positionen  zu  Beginn  der  Transkription  durch  CDK7 
phosphoryliert und im Verlauf der Elongation entfernt werden
163. Ebenso besteht eine hohe 
Ähnlichkeit  zwischen  dem  Thr4-P  und  Ser2-P  Muster,  welche  beide  mit  fortschreitender 
Transkription durch CDK9 erstellt werden
140. Ser5-P/Ser7-P zeigt somit sein Maximum an 
der  TSS  und  wird  zum  3'-Ende  graduell  dephosphoryliert,  während  Ser2-P  ansteigt,  bei 
Nukleotid  +600  vollständig  etabliert  ist  und  ~100  bp  nach  der  Polyadenylierungssequenz 
einbricht.  Die  Überlappung  zwischen  Ser5-P  und  Ser2-P  hat  ihr  Maximum  bei  bp  +450. 
Dieser Effekt ist unabhängig von der Länge des Gens und führt somit zu unterschiedlichen 
Phosphorylierungsmustern zwischen langen (Ser2-P reichen) und kurzen (Ser5-P reichen) 
Genen
162. Weitere Untersuchungen bezüglich Ser7-P haben hier jedoch eine Kontroverse 
aufgerufen. So wurde diese Modifikation auch in terminal pausierter RNAP II gefunden und 
funktionell  mit  der  Prozessierung  der  3'-Enden  der  RNA  assoziiert
163.  Sie  scheint  daher 
bivalent aufzutreten, mit Maxima im Promotor und den terminalen Sequenzen des Gens. 2. Einleitung 




Abbildung 2.1.4.1. Modifikation der CTD der RNAP II. (A) Schematische Darstellung der CTD der RNAP II in 
der  hypophosphorylierten  (RNAP  IIA)  und  hyperphosphorylierten  (RNAP  IIO)  Form  und  der  für  die  post-
translationalen Modifikationen zuständigen Kinasen (CDK7/9) und Phosphatasen (FCP1/Ssu72). (B) Die mittlere 
Verteilung  der  Modifikationen  über  den  Genkörper  während  der  Transkription.  Das  Maximum  der  Ser5/7-
Phosphorylierung ist an der TSS (bp +1) zu finden und wird graduell verringert. Bei bp +450 erfolgt die größte 
Überschneidung mit der Ser2/Thr4-Signatur, die erst bei bp +600 vollständig etabliert ist. 
An dieser Stelle soll nur kurz auf die Bedeutung der CTD-Modifikationen für epigenetische 
Effekte der Transkription eingegangen werden, eine detaillierte Beschreibung der Rolle der 
Epigenetik in der Transkription folgt an anderer Stelle (siehe Kapitel 2.1.9.). Ser5-P vermittelt 
die Bindung der CTD an Wdr82 (WD repeat domain 82), welches die H3K4-Histonmethyl-
transferasen Set1A und Set1B zur RNAP II rekrutiert
164. Gleiches wurde für MLL1 und MLL2 
(mixed  lineage  leukemia)  beschrieben
165.  Zusätzlich  bindet  HYPB  (Huntington-interacting 
protein)  an  Ser2-P/Ser5-P  und  kann  H3K36  methylieren
166.  Der  Elongationsfaktor  Spt6 
(suppressor of Ty 6 homolog) bindet ebenfalls an Ser2-P und rekrutiert Iws1, welches die 
Bindung von HYPB verstärkt
167,168. 
Die CTD der RNAP II besitzt eine weitere Funktion, welche die Transkription direkt mit der 
Prozessierung der RNA, also 5'-Capping, Spleißen und 3'-Endenprozessierung, verknüpft. 
Die CTD ist essentiell für die Prozessierung und benötigt mindestens die N-terminale Hälfte 
der  52  Wiederholungen  zusammen  mit  den  C-terminalen  zehn  Aminosäuren  N-2. Einleitung 
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ISPDDSDEEN-C, welche für die Stabilität des Rpb1 wichtig sind
169-171. Das 5'-Capping erfolgt 
nur bei den Transkripten der RNAP II und unmittelbar nach dem Verlassen der gebildeten 
RNA  aus  dem  katalytischen  Zentrum
172.  Ein  bifunktionelles  Cappingenzym  mit  RNA-
triphosphatase-  und  Guanylyltransferase-Aktivität  bindet  über  die  Transferasedomäne 
spezifisch an Ser2-P sowie allosterisch an Ser5-P und führt zur Ausbildung des Enzym-GMP 
Intermediates
173. Eine so modifizierte prä-mRNA ist für die folgende Translation stabilisiert 
und  kann  zu  mRNA  reifen.  Das  speziell  die  RNAP  II  über  deren  CTD  eine  direkte 
Einflussnahme auf das Capping vornimmt ist nachvollziehbar, da die Transkripte der RNAP II 
aus Klasse-II-Genen vergleichsweise länger und somit instabiler als jene der RNAP I und III 
sind.  
Die  Rekrutierung  von  funktionellen  Faktoren  über  die  CTD  spielt  auch  während  des 
alternativen Spleißens eine Rolle. RNAP IIO, aber nicht RNAP IIA, ist in die Assemblierung 
des  Spleißosoms  involviert  und  interagiert  über  die  CTD  mit  SRSF2  (serine/arginine-rich 
splicing factor 2)
174. Weitere bindende Faktoren sind PRP40 (pre-mRNA processing factor 40 
homolog, unterstützt die Erkennung der 5'-Spleißstelle) und U2AF (U2 small nuclear RNA 
auxiliary  factor,  definiert  die  3'-Spleißstelle),  welche  das  Spleißosom  zu  den  Enden  der 
Introns dirigieren können. Einhergehend damit kann der aktivierende PRP19 Komplex über 
U2AF zur RNAP IIO rekrutiert werden
175,176. Auch diese Funktion der CTD ist sinnvoll wenn 
man berücksichtigt, dass ein intaktes Spleißosom und Spleißstellen für die Elongation und 
Termination  notwendig  sind
177,178  und  diverse  Spleißfaktoren  wie  SKIP  (c-Ski-interacting 
protein)  und  SRSF2  die  Elongation  verstärken
179,180.  Schlussendlich  ist  auch  die 
Prozessierung  der  3'-Enden  im  Sinne  der  Polyadenylierung  durch  die  CTD  reguliert.  Sie 
assoziiert mit zwei Polyadenylierungsfaktoren, CPSF (cleavage and polyadenylation specific 
factor) und CstF (cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA) und konnte in vitro autonom von 
der RNAP II Polyadenylierung vermitteln
169,181. In diesem Prozess spielt Ser2-P eine wichtige 
Rolle.  Eine  Inhibition  von  P-TEFb  mittels  Flavopiridol  vermindert  die  Rekrutierung  obiger 
Faktoren zur CTD und genom-weite ChIP-Experimente zeigten, dass das Muster an Ser2-P 
mit der Lokalisierung dieser Faktoren über das transkribierte Gen übereinstimmt
162,182.  
Für die Termination der RNAP II wird ein funktionelles Polyadenylierungssignal und damit die 
Prozessierung  des  3'-Endes  der  RNA  benötigt
183,  weshalb  im  Hinblick  auf  die  oben 
beschriebenen  Interaktionen  eine  Beteiligung  der  CTD  nachvollziehbar  ist
169.  Die 
Entdeckung,  dass  die  Spaltung  der  RNA  am  3'-Ende  entscheidend  ist,  führte  zu  einem 
Modell, in dem eine 5'-3'-Exoribonuklease die strangabwärts freiwerdende, nicht-gecappte 
RNA degradiert und so der RNAP II die Termination vermittelt
184. Im Menschen wird diese 
Rolle durch Xrn2 übernommen, es bindet an das p54/PSF-Dimer, welche wiederum an die 
CTD binden und dem Prozessierungskomplex zugeordnet wird
185-187. Vermutlich kooperiert 2. Einleitung 
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Xrn2 mit der RNA-DNA-Helikase Senataxin. Senataxin bindet an Ser2-P und kann die RNA-
DNA-Hybride (R-loops) strangabwärts des Polyadenylierungssignals auflösen und so Xrn2 
den Zugang zur RNA ermöglichen
188,189. 
Eine  post-translationale  Modifikation  der  RNAP  II  über  die  CTD  hinaus  ist  die 
Ubiquitinylierung des Enzyms. Diese tritt unter physiologischen Bedingungen nur auf einem 
basalen Level auf, wird aber im Falle zellulärer Stresssituationen wie DNA-Schädigungen 
oder eines Elongationsblocks stark erhöht. Eine so arretierte RNAP II assoziiert mit Faktoren 
des NER (nucleotide excision repair)-Signalwegs wie CSA und CSB (Cockayne syndrome A 
and  B)  und  wird  schnell  und  langanhaltend  ubiquitinyliert,  man  spricht  hier  von  einer 
Transkriptions-gekoppelten  Reparatur  (TCR,  transcription-coupled  repair).  Der  gleiche 
Prozess  kann  auch  über  den  BER  (base  excision  repair)-Signalweg  ablaufen,  allerdings 
unabhängig von CSA und CSB
190,191. Bei einer zu starken Schädigung der DNA kann eine 
verstärkte Ubiquitinylierung der RPB1 induziert und so die proteasomale Degradation der 
RNAP  II  durch  das  26S-Proteasom  veranlassen  werden
191,192.  In  Säugerzellen  wurden 
mehrere  CTD-abhängige  E3-Ubiquitin-Ligasen  identifiziert,  welche  diese  Aufgabe 
wahrnehmen. So bindet beispielsweise hRPF1 (human receptor potentiation factor 1) an das 
PXY-Motiv  der  CTD
192  und  pVHL  (von  Hippel-Lindau  tumor  suppressor  protein)  sowie 
BRCA1 (breast cancer gene-1 encoded protein) benötigen u.a. eine hyperphosphorylierte 
CTD  zur  Bindung  an  Rpb1
193,194.  Dementsprechend  führt  eine  Inhibition  der 
Phosphorylierung von Ser2 und Ser5 durch den CTD-Kinase Inhibitor H8 zur Unterdrückung 
der Ubiquitinylierung der RNAP II
195. 
2.1.5. Generelle Transkriptionsmaschinerie 
Die RNA-Polymerasen sind nicht in der Lage die TSS einzelner Gene korrekt zu erkennen. 
Für eine sequenzspezifische und auch genspezifische Erkennung benötigen sie eine Gruppe 
zusätzlicher  Faktoren  um  die  Initiation  einzuleiten.  Diese  Faktoren  werden  als  generelle 
Transkriptionsfaktoren (GTFs) bezeichnet und besitzen eine feste Nomenklatur. Sie werden 
entsprechend ihrem Erscheinen in der Säulenchromatographie als TFIIA, B, D, E, F und H 
(transcritpion factor, pol II driven transcription, chromatographic fraction A, B, D, E, F, H) 
bezeichnet
196.  Die  Kombination  aus  der  RNAP  II  und  den  GTFs  wird  als  der  Prä-
Initiationskomplex  (PIC)  bezeichnet.  Die  Architektur  des  Kernpromotors  ist  für  die 
Assemblierung  des  PIC  entscheidend,  die  Elemente  des  Kernpromotors  und  die 
entsprechenden  Interaktionen  sind  in  Kapitel  2.1.3.  beschrieben.  Der  genaue  Ablauf  der 
Assemblierung des PIC ist noch nicht geklärt.   
Unabhängig vom favorisierten Modell ist der erste Schritt für den PIC die Bindung von TFIID 
an  den  Kernpromotor.  Der  humane  TFIID-Multiproteinkomplex  von  ~750  kDa  beinhaltet 2. Einleitung 
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neben  dem  38  kDa  TBP  weitere  TAFs  zwischen  250  und  15  kDa
197,198,  welche  distinkte 
Promotorelemente (TATA-Box, Initiator, DCE etc.) erkennen und so sowohl an TATA-Box- 
als auch TATA-lose Promotoren binden
50,199. Der stark konservierte C-Terminus des TBP 
bindet  an  die  TATA-Box  in  der  kleinen  Furche  der  DNA-Helix  und  induziert  eine  starke 
Konformationsänderung seiner selbst als auch der DNA. TBP bildet eine konkave "Sattel"-
Struktur  (saddle)  mit  einer  zweiteiligen  DNA-Bindungsoberfläche  mit  je  fünf  β-Faltblättern 
und einer α-Helix ("Steigbügel", stirrup)
200. Durch die Interkalation von Phe284/Phe301 am 
5'- und Phe193/Phe210 am 3'-Ende der TATA-Box kommt es zur Ausbildung scharfer Knicke 
in der DNA, welche die kleine Furche öffnen und die große Furche komprimieren
201. Um 
unspezifische DNA-Bindung zu minimieren und damit die Frequenz korrekter Initiation zu 
erhöhen  kann  das  TBP  (respektive  TFIID)  Homodimere  bilden,  welche  die  DNA-
Bindungsdomäne maskieren
200,202. Zusätzlich kann TAF1 (TAFII250) über zwei N-terminale 
Domänen (TAND1, TAND2) eine analoge Blockade des TBP bewirken und die Assoziation 
mit  TFIIA  und  TFIIB  unterbinden
203,204.  Die  exakten  Mechanismen  und  Interdependenzen 
dieser  Faktoren  in  der  Regulation  der  Promotorerkennung  durch  TBP  sind  komplex  und 
Gegenstand intensiver Forschung
205,206, sollen an dieser Stelle aber nicht näher ausgeführt 
werden.  
Neben  den  genannten  repressiven  Faktoren  gibt  es  erwartungsgemäß  auch  Aktivatoren, 
welche die Ausbildung des TBP-TATA-Komplex unterstützen. TFIIA und TFIIB verstärken die 
Bindung des TBP an die TATA-Box, so fördert TFIIA die Auflösung der TBP-Homodimere
207, 
konkurriert mit TAF1  um  die  Bindung  an TBP
204  und  blockiert  die  Dissoziation  des  TBP-
TATA-Komplex durch BTAF1
208. Analog dazu verstärkt TFIIB die Bindung des TBP an die 
TATA-Box und stabilisiert die gebogene Konformation der DNA
209,210. Damit die Bindung des 
TBP jedoch grundlegend stattfinden kann, muss die DNA für das Protein zugänglich sein. 
Daher ist die Gruppe der chromatinmodifizierenden Enzyme wichtig für eine Ausbildung des 
TBP-TATA-Komplex und darauf folgend des PIC. Wenn der Promotor in einem Nukleosom 
lokalisiert ist, muss die periphere Chromatinstruktur erst aufgelockert werden um Zugang zu 
gewähren.  Dies geschieht  am  Beispiel  des  β-Interferon  Promotor  zum Einen  durch  ATP-
abhängige  Chromatin-Remodellierung  von  Faktoren  der  SWI/SNF-Helikasen  und  zum 
Anderen  durch  Acetylierung  des  N-Terminus  der  Kernhistone  mittels  der 
Histonacetyltransferase  GCN5  (KAT2A,  K(lysine)-acetyltransferase  2A),  welche  beide 
Mitglieder des PIC sind
11,211. 
Trotz  seiner  Abhängigkeit  von  einer  Vielzahl  an  Cofaktoren  hat  TFIID  über  die 
Promotorbindung durch TBP hinaus eine beachtliche Summe an weiteren, enzymatischen 
Funktionen  in  der  Initiation.  So  ist  TAF1  eine  Histonacetyltransferase  (HAT),  welche 
zumindest  in  vitro  die  Histone  H3  und  H4  acetylieren  kann  und  damit  vor  allem  für  die 2. Einleitung 
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Transkription  nukleosomal  blockierter  Promotoren  eine  wichtige  Rolle  spielt
212,213.  TAF1 
verfügt dafür über zwei Bromodomänen, welche die acetylierten Lysine H3K14 sowie H4K5, 
K8, K12 und K16 erkennt
214,215. Weiterhin sorgt TAF1 u.a. für die Acetylierung von TFIIEβ
216 
und die Phosphorylierung von Ser33 des Histon 2B, welche mit der Aktivierung assoziierter 
Gene korreliert
217. Durch seine Interaktion mit verschiedenen Aktivatoren trägt das humane 
TAF7 zu der Rolle des TFIID als potenter Coaktivator bei. TAF7 interagiert über seinen N-
Terminus mit SP1, YY1 (ying yang 1), USF (upstream transcription factor), CTF (CCAAT 
box-binding transcription factor) sowie den viralen Faktoren E1A und HIV-1 Tat und dient so 
als Brücke zwischen diesen Faktoren und den GTFs
218. Solche Faktoren können dann die 
Bindung  des  TFIID  an  Kernpromotorregionen  vermitteln  und  damit  den 
geschwindigkeitsbestimmenden  Schritt  der  PIC-Assemblierung  kontrollieren
219.  Da  TAFs 
auch  in  der  Lage  sind,  andere  GTFs  zu  kontaktieren,  erlauben  sie  nach  der  korrekten 
Bindung an den jeweiligen Promotor den Eintritt der anderen GTFs als auch der RNAP II in 
den PIC. So wurden Interaktionen sowohl zu TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF als auch zu Rpb1 
und Rpb2 beschrieben
219-223. 2. Einleitung 
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Abbildung 2.1.5. Induktion der Bindung von TFIID an den Kernpromotor - Rolle der GTF. Die Bindung der 
TFIID an den Kernpromotor erfolgt über TBP. Diese Bindung wird durch TBP oder TAF1 durch Dimerisierung 
blockiert und durch TFIIA und TFIIB durch Kompetition begünstigt. Vor der Bindung müssen die assoziierten 
Nukelosomen durch Remodellierung und post-tranlationale Modifikation zugänglich gemacht werden, es kommt 
zur  Bildung  von  Euchromatin  durch  SWI/SNF-Helikasen,  GCN5  und  TAF1.  TAF7  des  TFIID  bindet  dann  an 
Transkriptionsfaktoren  wie  SP1,  YY1  oder  auch  HIV-1  Tat  und  leitet  so  den  geschwindigkeitsbestimmenden 
Schritt der TFIID-Kernpromotor-Bindung ein. Weitere GTFs werden dann sequentiell rekrutiert. 
Das humane TFIIA besteht aus der α-, β- und γ-Untereinheit (35 kDa, 19 kDa und 12 kDa), 
wobei  TFIIαβ  als  55  kDa  Vorläuferprotein  translatiert  und  am  Asp278  in  die  α-  und  β-
Untereinheit proteolytisch gespalten wird
220,224. TFIIA dient vorrangig als ein Antirepressor, 
der inhibitorische Effekte auf die Promotorbindung des TBP/TFIID aufhebt (s.o.). Es kann 
sowohl durch TAF1 (Phosphorylierung von αβSer316 und αβSer321) als auch durch p300 
(Acetylierung)  transkriptionell  aktiviert  werden
225,226.  Zusätzlich  interagiert  TFIIA  in  seiner 
Rolle als Coaktivator mit anderen Cofaktoren wie PC4
227, Komponenten des TFIID
228 und 
weiteren GTFs wie TFIIE
229. Es beeinflusst damit maßgeblich die Assemblierung des PIC, ist 2. Einleitung 
     
32 
 
jedoch nachweislich nur für die Transkription spezifischer Gengruppen notwendig und nicht 
universell an der Transkription beteiligt
230. 
Humanes  TFIIB  ist  ein  33  kDa  Protein,  welches  nach  der  Ausbildung  des  TFIID-DNA-
Komplexes unabhängig von der Anwesenheit des TFIIA bindet und den Komplex stabilisiert. 
TFIIB ist entscheidend für die anschließende Rekrutierung der RNAP II und TFIIF und die 
Definition der TSS
134,231,232. TFIIB besitzt zwei funktionelle, hochkonservierte Domänen: Die 
N-terminale  RNAP  II/TFIIF-interagierende  Zinkfingerdomäne  und  die  C-terminale  DNA-
Bindungsdomäne.  Mittels  dieser  C-terminalen  Domäne  interagiert  TFIIB  sowohl  mit 
TFIIF/TBP als auch mit Sequenzen des Kernpromotors proximal der TATA-Box
233. Die N-
terminale Zinkfingerdomäne interagiert hingegen mit Rpb1 und Rpb2 der RNAP II
234 und mit 
RAP30  des  TFIIF
235  und  eröffnet  so  die  nächste  strukturelle  Ebene  des  PIC.  Direkt 
benachbart  der  Zinkfingerdomäne  liegt  eine  CC-Domäne (CCD,  charged  cluster  domain), 
auch B-Finger genannt, die als molekularer Schalter die Konformation des TFIIB steuert und 
so  seine  Funktion  zwischen  Erkennung  des  Kernpromotors,  Definition  der  TSS  und 
Aktivierung der Transkription wechselt
236,237. Über den B-Finger, der in die zentrale Spalte 
der RNAP II hereinragt, wird die Promotor-DNA in das katalytische Zentrum der RNAP II 
geleitet und damit die TSS definiert
234,236. TFIIB interagiert weiterhin in Abhängigkeit seines 
Phosphorylierungsstatus mit den terminalen hCPSF- (cleavage and polyadenylation specific 
factor)  und  CstF-  (cleavage  stimulation  factor)  Komplexen  und  spielt  damit  eine 
entscheidende Rolle in der Ausbildung der DNA-Schleifen und der Re-Initiation der RNAP 
II
46,238. 
TFIIF  ist  eine  hochgradig  multifunktionelle  Komponente  des  PIC,  die  ein  umfassendes 
Netzwerk an Interaktionen bereitstellt. TFIIF besteht aus einem Heterotetramer von je zwei 
Einheiten  seiner  Untereinheiten  RAP30  und  RAP74  (RNA  polymerase  II-associated 
proteins)
239.  RAP30  besitzt  eine  zentrale  RNAP  II/Rpb5-interagierende  Domäne  und  eine 
kryptische  "winged  helix-turn-helix"  DNA-Bindungsdomäne.  Am  N-Terminus  befindet  sich 
eine  weitere  Domäne  zur  Interaktion  mit  RAP74  und  TFIIB
240,241.  RAP74  selbst  hat  drei 
funktionelle Domänen, die es zur Interaktion mit RAP30, TAF1, TFIIAαβ, TFIIB, der RNAP II 
und  der  Phosphatase  FCP1  (F-cell  production  1)  befähigen
223,229,240.  Die  multiplen 
Interaktionen  zwischen  TFIIF  und  anderen  Faktoren  des  PIC  tragen  zur  korrekten 
Assemblierung, Initiation und Elongation der RNAP II bei
242. RAP74 besitzt weiterhin eine zu 
RAP30 analoge DNA-Bindungsdomäne, die unspezifisch an doppelsträngige DNA zwischen 
der TATA-Box und dem INR bindet und damit  die Kontakte zwischen  PIC und Promotor 
erheblich erweitert
243,244. Überlappend mit dieser Domäne finden sich die Bindungsstellen für 
die RNAP II sowie TFIIB, TFIIAαβ und FCP1. Interessanterweise können die RNAP II und 
FCP1 simultan an RAP74 binden. In diesem Kontext ermöglicht die Interaktion zwischen 2. Einleitung 
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RAP74 und FCP1 die Dephosphorylierung des Ser2-P der CTD zwecks der Regeneration 
der  RNAP  IIA.  Dementsprechend  ist  ein  funktionelles  RAP74  essentiell  für  multiple 
Transkription einer RNAP II in vitro
42,240,245. Die grundlegenden Funktionen des TFIIF sind 
damit  die  Rekrutierung der  RNAP  II  zu  dem TFIID-TFIIB-Komplex  über  die  RAP30/Rpb5 
Interaktion
246,247, eine weitere Stabilisierung und Protektion des promotorgebunden Komplex 
durch  die  extensiven  DNA-Kontakte,  welche  eine  RNAP  II-umwickelnde  Topologie 
fördern
244,248 und die Rekrutierung von TFIIE und TFIIH.  
Auch TFIIE ist ein multifunktioneller Faktor, der umfangreiche Interaktionen im PIC vermittelt. 
TFIIE  besteht  aus  einer  α-  und  einer  β-Untereinheit,  die  ein  α2β2-Heterotetramer  bilden. 
Humanes TFIIEα ist ein 56 kDa Protein, dessen N-Terminus für die Interaktion mit TFIIEβ 
und der RNAP II zuständig ist. Er spielt zusätzlich eine Rolle in der basalen Transkription 
und für  die  über TFIIH vermittelte  Phosphorylierung  der  CTD.  Der  C-Terminus  bindet  an 
TFIIH selbst und ermöglicht damit dessen Eintritt in den PIC. TFIIE ist damit in der Transition 
von Initiation zur Elongation beteiligt
249-252. Die kleinere Untereinheit, TFIIEβ, besitzt analoge 
Funktionen.  Über  dessen  N-terminale,  Serin-reiche  Domäne  kann  ebenfalls  die  CTD-
Phosphorylierung durch TFIIH verstärkt werden. Weiterhin wurden eine DNA-Bindedomäne 
für  doppelsträngige  DNA  (sowie  eine  C-terminale  Domäne  mit  zwei  basischen  Regionen 
identifiziert.  Die  erste  dieser  basischen  Regionen  besteht  aus  einem  Helix-Schleife-Helix 
Motiv und kann mit TFIIEα als auch anderen Transkriptionsfaktoren interagieren. Die zweite 
Region  interagiert  hingegen  mit  der  RNAP  II,  TFIIB,  RAP30  und  auch  einzelsträngiger 
DNA
253,254. Die Bindung an einzelsträngige DNA
252 im Verlauf der Transkription zeigt, dass 
TFIIE in der Tat spät in die Assemblierung des PIC eingreift und strangabwärts zu anderen 
beschriebenen GTFs lokalisiert ist. Dementsprechend ist der C-Terminus des TFIIEβ auch 
wichtig für die Transition zur Elongation
255. TFIIE bindet sowohl nahe des aktivem Zentrums 
der RNAP II als auch ca. 10 bp strangaufwärts der TSS und unterstützt in Zusammenarbeit 
mit  TFIIH  das  Aufschmelzen  des  Promotors
243,256.  Diese  Öffnung  der  Promotorstruktur 
ermöglicht es der RNAP II auf der Matrize voranzuschreiten und mit der Synthese der RNA 
zu  beginnen.  Diese  Funktion  scheint  die  dominante  Rolle  des  TFIIE  zu  sein,  da  bereits 
aufgeschmolzene  Promotoren  auch  in  Abwesenheit  dieses  GTFs  transkribiert  werden 
können
257. 
Der  letzte  GTF  in  der  Assemblierung  des  PIC  ist  der  komplexe  und  hochfunktionelle 
TFIIH
258,259, der durch TFIIE zum Promotor rekrutiert wird. TFIIH besteht historisch aus neun 
Untereinheiten, die funktionell in zwei Subkomplexe eingeteilt werden. So wurden der Cyclin-
aktivierende Kinase-Komplex (CAK, cyclin-activating kinase complex) und der Kernkomplex 
(core complex) definiert. Der CAK besteht aus CDK7/Cyclin H und MAT1 und phosphoryliert 
die CTD der RNAP II wie bereits beschrieben
260. Der Kernkomplex besteht aus den XPB und 2. Einleitung 
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XPD Helikasen (gene defective in xeroderma pigmentsoum patients complementation group 
B and D), p62, p52, p44 und p34. Beide Subkomplexe werden durch die XPD Helikase des 
Kernkomplexes  strukturell  verbunden
261.  Erst  wesentlich  später  wurde  TFB5  als  zehnte 
Untereinheit  identifiziert,  welches  neben  einer  Funktion  in  der  DNA-Reparatur  eine 
stabilisierende Rolle auf TFIIH ausübt und in vitro die ATPase Aktivität der XPB Helikase 
stimuliert
262,263. Die DNA-abhängigen ATPasen des TFIIH erlauben die stabile Öffnung der 
Promotorstruktur und die Ausbildung der ersten Phosphodiesterbrücken in der entstehenden 
RNA seitens der RNAP II
256,264,265. In Abwesenheit des TFIIH blockiert die RNAP II proximal 
zum  Promotor  (stalled  RNAP  II)  und  kann  nicht  in  die  produktive  Elongation  übergehen. 
Interessanterweise  ist  TFIIH  funktionell  jedoch  nicht  mehr  relevant,  sobald  die  RNAP  II 
erfolgreich den Promotor verlassen hat
257,266. Ein entscheidender Faktor in der Funktion des 
TFIIH ist die XPB 3'-5'-Helikase, die essentiell für das Verlassen des Promotors ist
267. TFIIH 
steht in intensiver Wechselwirkung mit Coaktivatoren der Transkription wie RARs (retinoic 
acid  receptors)  oder  E2F1  (E2F  transcription  factor  1),  die  einerseits  zur  dessen 
Rekrutierung als auch zu post-translationaler Phosphorylierung der Coaktivatoren führt
267,268. 
2.1.6. Generelle Cofaktoren - Mediator und USA-Cofaktoren 
Generelle  Cofaktoren  bilden  die  Verbindung  zwischen  genspezifischen  Transkriptions-
faktoren und der generellen Transkriptionsmaschinerie, die im vorigen Kapitel beschrieben 
wurde.  Eine  Gruppe  dieser  Cofaktoren,  die  TAFs  des  TFIID,  wurden  bereits  ausführlich 
dargestellt. Darüber hinaus gibt es zwei Gruppen, die ungleich den TAFs nicht direkt dem 
PIC angehören, für die Transkription jedoch unerlässlich sind. Es handelt sich dabei um die 
CTD-assoziierten  Mediatorkomplexe
269  und  die  USA  (upstream  stimulatory  activity)-
abgeleiteten positiven (PC1-4) und negativen (NC1) Cofaktoren
270. 
Die humanen Mediatorkomplexe bilden Multiproteinkomplexe, deren einzelne Untereinheiten 
als MED1 bis MED31 bezeichnet werden. Die einzige Ausnahme bildet das CDK8/CycC-
Dimer
271.  Der  erste  humane  Mediatorkomplex  wurde  1996  assoziiert  mit  dem 
Thyroidhormonrezeptor  TRα  (thyroid  hormone  receptor  α)  gereinigt  und  TRAP  (TRα-
associated protein complex) getauft
272. Einzelne Untereinheiten dieses Komplexes wurden in 
der  Folge  jedoch  auch  in  anderen  Komplexen  wie  dem  SMCC  (SRB/MED-containing 
cofactor  complex)
273,  DRIP  (vitamin  D  receptor-interacting  protein  complex)
274  oder  NAT 
(negative regulator of activated transcription)
275 identifiziert. Die Mediatorkomplexe können in 
große (Mediator-P.5, eluiert in der 0,5M KCl Fraktion) und kleine (Mediator-P.85, eluiert in 
der  0,85M  KCl  Fraktion)  Komplexe  unterteilt  werden.  Ein  wesentlicher  struktureller 
Unterschied ist das Vorhandensein des MED12-MED13-CDK8-CycC Moduls in den großen 
Komplexen  sowie  das  Auftreten  von  MED26  in  den  kleinen  Komplexen
271.  Die 2. Einleitung 
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elektronenmikroskopische Betrachtung verschiedener Mediatorkomplexe zeigte jedoch das 
Auftreten  einer  übergreifenden  strukturellen  Organisation,  die  eine  Definition  von  drei 
verschiedenen  Domänen  erlaubte
276-278.  Diese  Domänen,  die  als  "head  module",  "middle 
module" und "tail module" bezeichnet  werden, sind in der Lage in Abhängigkeit zu ihren 
Bindungspartnern  verschiedene  funktionelle  Konformationen  einzunehmen
279-281.  Im  Falle 
der  Bindung  der  RNAP  II  über  MED17,  MED18,  MED20  und  MED22  kommt  es  zur 
Konformationsänderung, welche den Komplex in eine Bogenform überführt und die RNAP II 
am "vorderen" Ende dieses Bogens platziert
276. Zusätzlich binden Aktivatoren an MED17 und 
MED18  und  können  so  die  induzierte  Rekrutierung  der  RNAP  II  unterstützen
273,282.  Die 
weiteren  Module  vermitteln  zusätzliche  Kontakte  zu  der  RNAP  II,  ohne  jedoch  die  DNA-
Bindung  oder  die  Bindestellen  anderer  GTFs  oder  Cofaktoren  zu  verdecken,  sowie  zu 
anderen  Coaktivatoren  wie  nukleären  Rezeptoren
283,284.  Ein  entscheidender  Unterschied 
zwischen  den  kleinen  und  den  großen  Mediatorkomplexen  ist  das  freiständige  MED12-
MED13-CDK8-CycC Modul
285. Dieses Modul kontaktiert in großen Komplexen das mittlere 
und  das  Kopfmodul  durch  Interaktionen  zwischen  CDK8/MED1/MED4  und 
MED13/MED17
286,287. Es wirkt transkriptionell reprimierend durch Phosphorylierung des Ser2 
und Ser5 in der CTD der RNAP II vor der Assemblierung des PIC sowie Ser5 und Ser304 
des CyclinH im TFIIH
143,285,288. Mediatorkomplexe wirken intrinsisch sowohl auf die basale als 
auch  die  Aktivator-abhängige  Transkription,  wobei  die  kleinen  Komplexe  jedoch  nur  die 
basale Transkription zu aktivieren vermögen
289-291. 
Als letzte Gruppe der Cofaktoren sollen an dieser Stelle die USA-abgeleiteten Cofaktoren 
vorgestellt werden. Eine grundlegende Gemeinsamkeit dieser Faktoren ist, dass sie in der 
Aktivator-abhängigen  Transkription  verstärkend  wirken,  die  basale  Transkription  aber  in 
Abwesenheit  eines  Aktivators  reprimieren.  PC1  ist  ein  nukleäres  Protein  und  ein 
funktionelles Äquivalent von PARP-1
292, welches in erster Linie mit Mechanismen der DNA-
Reparatur und der Apoptose assoziiert wird. PARP-1/PC1 katalysiert die Übertragung einer 
ADP-Ribose Einheit von NAD
+ auf ein Akzeptor-Protein
293,294, wozu auch eine Vielzahl der 
beschriebenen,  in  der  Transkription  involvierten,  Faktoren  wie  TBP,  RNAP  II,  RAP30, 
RAP74, YY1, SP1 sowie Histone und andere USA-abgeleitete Cofaktoren sind
294-296. Seine 
coaktivierende  Funktion  erfüllt  PARP-1  durch  Interaktion  mit  zahlreichen,  distinkten 
Aktivatoren wie E2F-1
297, E2 des humanen Papillomavirus Typ 18
298 oder NFκB
299 sowie mit 
anderen Coaktivatoren wie p300, HDACs oder CDK8/MED14 des Mediatorkomplexes
300,301. 
Darüber  hinaus  kann  PARP-1  umfangreich  post-translational  modifiziert  werden,  so  führt 
dessen Phosphorylierung durch CaMKII (calcium/calmodulin-dependent protein kinase II) als 
auch Acetylierung durch p300 zu einer genspezifischen Aktivierung der Transkription
300,302. 
PARP-1 ist ebenfalls in der Lage, das reprimierende CDK8 Modul großer Mediatorkomplexe 
aus  diesen  zu  entfernen
301.  Gemäß  seiner  bivalenten  Rolle  besitzt  PARP-1  auch 2. Einleitung 
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Mechanismen, welche die basale Transkription reprimieren. Über seine N-terminale DNA-
Bindungsdomäne kann es in das Chromatin inkorporiert werden und führt zur Ausbildung 
kondensierten Heterochromatins, welches für die Transkriptionsmaschinerie nicht zugänglich 
ist
303.  Weiterhin  sorgt  es  für  die  Integrität,  aber  auch  Dissoziation,  von 
Corepressorkomplexen (TLE1) durch Modifikation derer Komponenten
302 und kann durch die 




306  entspricht  den  kleinen  Mediatorkomplexen  (s.o.)  und  funktioniert  nur 
kooperativ mit TAFs sowie PC3 und PC4 als Coaktivator der Transkription in einer Reihe von 
Signaltransduktionswegen, z.B. von NFκB oder SP1
307,308. PC3 ist das Äquivalent der DNA-
Topoisomerase  I  (Topo  I),  die  zur  Relaxation  der  DNA  mittels  Einführung  von 
Einzelstrangbrüchen  befähigt  ist
309,310.  Sie  kann  über  ihren  N-Terminus  Transkriptions-
faktoren wie p53 binden
311 und ist wiederrum ein Akzeptorprotein für PARP-1, welches durch 
seine  enzymatische  Aktivität  Topo  I  von  der  DNA  dissoziieren  kann
312.  Durch  seine 
Interaktion mit Transkriptionsfaktoren und TBP
313 sowie die Fähigkeit, die Formierung des  
TFIID-TFIIA-Promotor-Komplexes  zu  verstärken
314,  kann  PC3/Topo  I  aktivierend  auf  die 
Transkription wirken. 
Der  letzte  USA-abgeleitete  positive  Cofaktor,  PC4,  ist  in  zwei  funktionelle  Domänen 
aufgeteilt.  Die  N-terminale  Domäne  dient  der  Interaktion  mit  anderen  Aktivator-Domänen 
sowie  der  nicht-spezifischen  Bindung  an  doppelsträngige  DNA
227,315.  Sie  kann  u.a.  durch 
CK2 in ihren serinreichen, sauren Regionen phosphoryliert werden, was durch die Blockade 
der Bindung zu TFIIA und anderen Aktivatoren (bemerkenswerterweise auch HIV-1 Tat) zur 
Inaktivierung von PC4 führt
227,316,317. Eine gegensätzliche, aktivierende Modifikation ist die 
Acetylierung einer lysinreichen Region im N-Terminus durch p300, welche durch die CK2 
vermittelte Phosphorylierung unterbunden wird
318. Der C-Terminus des PC4 kann hingegen 
an  gegenläufige,  einzelsträngige  DNA  binden  und  so  durch  Blockade  dieser  Stränge  die 
basale Transkription bereits vor Assemblierung des PIC inhibieren
319. Im aktvierten Zustand 
ist  diese  Domäne  durch  Interaktion  mit  dem  N-Terminus  abgeschirmt,  die  beschriebene 
Phosphorylierung durch CK2 führt jedoch zu einer Konformationsänderung welche den C-
Terminus  demaskiert  und  die  Inhibition  induziert
315,320.  Ähnlich  wie  PC1/PARP-1  übt  PC4 
seine Funktion als Coaktivator durch die Interaktion mit anderen Aktivatoren, Coaktivatoren 
und der generellen Transkriptionsmaschinerie aus. An dieser Stelle sei nur eine Auswahl der 





323 oder der RNAP II
324 festgestellt werden. Interessanterweise kann PC4 die 
enzymatischen Aktivitäten von TFIIH sowie FCP1 gegenüber der CTD modulieren und so 
auch die Elongation stimulieren
325. 2. Einleitung 
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NC1 (auch HMG1 oder HMGB1, high mobility  group box 1) gehört zu einer Gruppe von 
Proteinen, die mit dem Chromatin assoziieren und in der Lage sind, die DNA vorrangig an 
deformierten Loci zu biegen. NC1 besitzt dafür zwei homologe HMG-Box-Domänen, welche 
in unspezifischer Weise an die kleine Furche der DNA binden
326,327. Es reprimiert die basale 
Transkription durch Ausbildung eines festen HMGB1-TBP-Komplexes, der eine Inkorporation 
des  TFIIB  blockiert
328.  TFIIA  kann  in  seiner  Funktion  als  Antirepressor  das  HMGB1  aus 
diesem Komplex entfernen und somit die weitere Assemblierung des PIC ermöglichen
227. Auf 
der  Gegenseite  ist  NC1  auch  in  der  Lage  zwecks  Aktivierung  der  Transkription  mit 




P-TEFb  ist  die  Abkürzung  für  den  positiven  Transkriptions-Elongationsfaktor  b  (positive 
transcription  elongation  factor  b,  auch  TAK  für  Tat-associated  kinase).  Er  ist  eine 
kernständige, Cyclin-abhängige Kinase (CDK), die wie alle CDKs als Heterodimer aus zwei 
Untereinheiten besteht, hier CDK9 und CyclinT1. Cyclin T1 ist ein 87 kDa Protein, das in ca. 
80%  aller  P-TEFb  Komplexe  vorkommt
332.  Es  trägt  mehrere  funktionelle  Domänen  zur 
Bindung des HIV-1 Tat Protein (siehe unten), von BRD4 (AS 426-516) und der RNAP II CTD 
(AS 506-530)
333,334. Die 42 kDa CDK9 Untereinheit beinhaltet eine typische Kinase-Domäne 
(kinase fold) mit einem N-terminalen Flügel (AS 16-108), einem C-terminalen Flügel (109-
330) sowie einer T-Schlaufe (T loop, AS 168-197), die ATP- und Substrat-Bindung steuert
335-
337. Die Cyclin-Untereinheit steuert die Regulation der CDK durch Konformationsänderung 
nach Phosphorylierung der T-Schleife des CDK. Im Falle des P-TEFb handelt es sich bei 
dem Ziel dieser Phosphorylierung um das Thr186 des CDK9
338,339. Diese Phosphorylierung 
wird wahrscheinlich über die CaMK1D (Ca(2+)/calmodulin-dependent kinase 1D) gesteuert, 
deren Inhibierung in HeLa- und CD4
+-Zellen zu verringerter Phosphorylierung des Thr186 
und  Repression  der  HIV-1  Tat  Transaktivierung  führt
340.  Auch  die  Phosphatasen  PPM1A 
(protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1A) und PP2B (phosphoprotein phosphatase 
2B)  vermitteln  durch  ihre  enzymatische  Funktion  eine  Inaktivierung  des  CDK9  durch 
Dephosphorylierung  der  T-Schleife
341,342.  Diese  Repression  steht  jedoch  im  Kontrast  zu 
vorherigen  Arbeiten,  welche  Thr186-P  als  funktionell  inaktivierend  beschrieben  haben 
(s.o.)
343.  Offensichtlich  scheint  diese  Modifikation  kontextabhängige  Funktionen  zu 
vermitteln,  zumal  kürzlich  Ser175-P  als  zusätzliche,  regulative  Modifikation  identifiziert 
wurde
344.  Eventuell  kann  die  Aufrechterhaltung  dieser  Phosphorylierung  im  inhibierten 
Zustand  eine  schnelle  Reaktivierung  des  P-TEFb  ermöglichen
339.  Andere,  z.T.  multiple, 
(Auto-)Phosphorylierungen  des  CDK9  sind  vor  allem  im  Kontext  der  Infektion  von  HIV-1 2. Einleitung 




345,346. Das assoziierte Cyclin ist wie beschrieben vorrangig das Cyclin T1, jedoch 
wurden  auch  Cyclin  T2a  und  T2b  sowie  in  vitro  Cyclin  K  als  potentielle  Partner 
identifiziert
347,348.  Obwohl  Cyclin  T1  und  damit  P-TEFb  gewebespezifisch  durch 
Signalkaskaden  hochreguliert  wird,  z.B.  während  der  Aktivierung  von  T-Zellen,  bleibt  das 
allgemeine Niveau des P-TEFb über den Zellzyklus hinweg stabil
349, was auf eine konstante 
funktionelle Verwendung hinweist. Die Formierung des CDK9/Cyclin T1 Dimers ist notwendig 
für  dessen  Funktion  und  hängt  von  der  Prozessierung  des  CDK9  durch  die  Chaperone 
Hsp70 und Hsp90 ab, freies CDK9 wird hingegen schnell degradiert
350.  
2.1.7.2. Physiologische Funktion und Auftreten 
Als Kinase ist die grundlegende enzymatische Funktion des CDK9 die Phosphorylierung von 
anderen Proteinen. Das am besten beschrieben Ziel der CDK9 ist die CTD der RNAP II, an 
der  es  das  Ser2  phosphoryliert  und  damit  den  Übergang  der  RNAP  II  zur  produktiven 
Elongation  einleitet
351.  Es  sei  an  dieser  Stelle  erwähnt,  dass  mittlerweile  zwei  weitere 
Kinasen,  CDK12  und  CDK13,  die  gleiche  enzymatische  Funktion  zugeschrieben  wird,  so 
dass die Rolle von CDK9 als alleinigen Regulator der CTD Ser2-P anzuzweifeln ist
352,353. 
Darüber hinaus wurde kürzlich beschrieben, dass CDK9 auch Ser5 phosphorylieren kann, 
allerdings nur im Ausschluss einer gleichzeitigen Phosphorylierung des Ser2
354. Weiterhin 
phosphoryliert CDK9 zwei weitere Faktoren, die eng mit der RNAP II assoziiert sind und 
deren post-translationale Modifikation zum Voranschreiten der RNAP II führt. Es handelt sich 
dabei um die hSpt5 Untereinheit des DSIF (DRB sensivity inducing factor) und die NELFe 
Untereinheit  des  NELF  (negative  elongation  factor)
30,355-357.  Zusätzlich  zu  seiner  direkten 
Aktivität gegenüber RNAP II und assoziierten Faktoren reguliert CDK9 auch das Niveau der 
Histon H2B Monoubiquitinylierung (H2Bub1) sowie das korrekte Ablesen der 3'-Enden der 
synthetisierten  RNA
358.  Die  Kontrolle  der  H2Bub1-Signatur  und  damit  der  Stabilität  der 
Nukleosomen an Promotoren erfolgt über die Aktivierung des UBE2A (ubiquitin-conjugating 
enzyme E2A) durch Phosphorylierung
359,360. 2. Einleitung 




Abbildung 2.1.7.2. Struktur und Funktion des P-TEFb. (A) Darstellung des P-TEFb Heterodimers aus CDK9 
(orange) und CyclinT1 (rot) im Komplex mit HIV-1 Tat (grün) und ATP (roter Kasten). Die Abbildung entstammt in 
modifizierter Form dem Eintrag 3MIA der RCSB Protein Data Base, zur besseren Orientierung sind räumliche 
Achsen angedeutet. (B) P-TEFb kann nur in seiner heterodimerisierten Form aktiv werden. Die Chaperone Hsp70 
und Hsp90 prozessieren CDK9 nach der Translation vor der Dimerisierung mit CyclinT1. Die Bindung an CyclinT1 
reguliert den Phosphorylierungsstatus des Thr186 der CDK9 über die Kinase CaMK1D und sorgt für dessen 
Aktivierung.  Die  Bindung  an Substratproteine  (RNAP  II  CTD)  und  rekrutierende Faktoren  (Tat,  BRD4,  AFF4) 
erfolgt  über  CycT1,  die  Kinasefunktion  der  CDK9  sorgt  für  die  Phosphorylierung  der  CTD,  der  negativen 
Elongationsfaktoren DSIF und NELF sowie UBE2A. Die Gesamtheit der vermittelten Phosphorylierungen führt zu 
einer Aktivierung der Transkription durch die Transition der arretierten RNAP II zur produktiven Elongation. 
Es wurde früh festgestellt, dass P-TEFb trotz seiner Funktion gegenüber der RNAP II sowie 
dem Chromatin nur in einer Subfraktion mit dieser lokalisiert ist und ein Großteil diffus im 
Nukleoplasma  vorkommt
361.  Ausgehend  von  Beobachtungen  aus  HeLa-Zellen  geht  man 
mittlerweile  davon  aus,  dass  mehr  als  die  Hälfte  des  P-TEFb  in  inaktiven 
Ribonukleoproteinkomplexen  gespeichert  ist  und  nur  bei  Bedarf  (z.B.  als  Antwort  auf 
Stresssignale durch UV-Bestrahlung oder Actinomycin D sowie bei HIV-1 Infektion) aktiviert 
wird.  In  diesen  inaktiven  Speicherkomplexen  (large  inhibitory  complex)  assoziiert  P-TEFb 
reversibel und spezifisch mit einer konservierten, inhibierend wirkenden 332 nt 7SK snRNA 
sowie  HEXIM1  (hexamethylene  bis-acetamide  inducible  1,  früher  MAQ1) 
362-365.  Die  7SK 
snRNA bildet zwei Haarnadelstrukturen aus, von denen die 5'-Struktur von HEXIM1 und die 
3'-Struktur von Cyclin T1 gebunden wird. Erst nach dieser Bindung kann HEXIM1 seinen 
inhibierenden  Einfluss  auf  P-TEFb  ausüben
366,367.  Die  Speicherkomplexe  (7SK  snRNPs) 
werden  durch  MePCE  (methylphosphate  capping  enzyme),  LARP7  (La  ribonucleoprotein 
domain  family,  member  7,  auch  PIP7S),  diversen  hnRNPs  (heterogeneous  ribonuclear 2. Einleitung 
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protein)  sowie  der  RNA-Helikase  A  komplettiert
368.  HEXIM1  bindet  über  eine  basische 
Region (AS 150-177) an die 7SK snRNA und kann nur in deren Anwesenheit über den C-
Terminus (AS 181-359) auch an Cyclin T1 binden. In Abwesenheit interagieren zwei saure 
Regionen  (AR1  und  AR2,  AS  211-249)  mit  der  basischen  Region  und  blockieren  so  die 
Interaktion  mit  Cyclin  T1
364,369.  HEXIM1  kann  weiterhin  über  zwei  C-terminale  coiled-coil 
Regionen (CR1 und CR2, AS 279-352) homodimerisieren. Aufgrund dieser Tatsache wurde 
postuliert, dass ein HEXIM1 Homodimer über eine 7SK snRNA zwei P-TEFb Heterodimere 
bindet
338,370  und  zwar  mit  stöchiometrisch  gleicher  Ratio
371.  LARP7  und  MePCE  sind 
hingegen  feste  Bestandteile  des  7SK  snRNP,  welche  die  Stabilität  der  RNA  regulieren. 
Weiterhin kann der C-Terminus des LARP7 an das aktive Zentrum von MePCE binden und 
es inhibieren, so dass die reversible Entfernung der stabilisierenden 5'-Cap der 7SK snRNA 
nicht möglich ist
372,373. 
P-TEFb kann durch rekrutierende Faktoren nach der Dissoziation aus dem Speicherkomplex 
gebunden und zu aktiven Promotoren geleitet werden. Diese Rolle wurde bisher den BET 
Proteinen  Brd2,  BrdT  und  vorrangig  BRD4  (bromodomain  containing)  zugeschrieben
374. 
Diese  Proteine  enthalten  jeweils  zwei  Bromodomänen,  welche  zur  Erkennung  von 
acetylierten  Lysinen  dienen  und  eine  hochkonservierte  C-terminale  Domäne,  die  P-TEFb 
bindet. Zusätzlich wurde beschrieben, dass die Bromodomänen in vitro ebenfalls direkt mit 
Cyclin  T1  interagieren,  indem  sie  dessen  acetyliertes  Lys390  erkennen
375,376.  Die 
Kombination dieser Funktionen des BRD4 macht es zu einem idealen Rekrutierungsfaktor, 
da es über seine Bromodomänen di- und triacetyliertes Histon H3K9 und H4K16 als Marker 
für aktiv transkribierende Gene erkennen
377,378 und somit P-TEFb spezifisch zu diesen leiten 
kann
333,379.  Ein  Großteil  der  Gene,  welche  BRD4  als  Zubringer  des  P-TEFb  nutzen,  sind 
Gene  der  Primärantwort  und  werden  über  Signaltransduktion-induzierte  Elongation 
gesteuert
380. Der genaue Mechanismus dieser Lösung aus den Speicherkomplexen und der 
eventuelle Bedarf an Cofaktoren ist bisher jedoch nicht geklärt. 
Ebenso  wichtig  wie  die  Rekrutierung  des  P-TEFb  zu  aktiv  transkribierenden  Genen  ist 
dessen Rückkehr in die Speicherkomplexe nach Aktivierung der RNAP II um die Einleitung 
produktiver  Elongation  an  ungewollten  Genloci  zu  unterbinden.  HEXIM1  wird  durch  eine 
Konformationsänderung der 7SK snRNA nach Verlassen des P-TEFb aus dem 7SK snRNP 
ebenfalls  dissoziiert
381.  Die  assoziierten  hnRNPs  stabilisieren  die  7SK  snRNA  in  diesem 
Zustand und vermeiden eine Degradation
382,383. Wie die Sequestrierung des P-TEFb zurück 
zur  7SK  snRNA  abläuft  ist  nicht  klar,  es  ist jedoch  denkbar,  dass  die  hnRNPs  des  7SK 
snRNP  auf  mRNA  solcher  Gene,  deren  Transkription  abgeschlossen  wird,  übertragen 
wird
384.  Dadurch  wird  die  7SK  snRNA  gleichsam  dort  lokalisiert  und  kann  nach  der 2. Einleitung 
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Dissoziation von den hnRNPs ihre HEXIM1-bindende Konformation erneut annehmen. In der 
Folge bindet dieses und ist dann in der Lage, P-TEFb zu binden und damit zu inhibieren. 
Abbildung 2.1.7.2. P-TEFb Speicherkomplexe und P-TEFb Rekrutierung. (A) Schematische Darstellung der 
P-TEFb Speicherkomplexe mit der stöchiometrisch korrekten Anordnung von P-TEFb und HEXIM1. (B) P-TEFb 
wird  über  HEXIM1  in  die  Speicherkomplexe  inkorporiert.  Dazu  muss  HEXIM1  jedoch  zuerst  mit  der  5' 
Haarnadelstruktur  der  7SK  snRNA  interagieren  (Ia.),  was  durch  Aufhebung  intra-  und  intermolekularer 
Wechselwirkungen  (Ib.)  zu  einer  Freilegung  der  C-terminalen  Bindungsdomäne  für  CycT1  führt.  Nach  der 
Bindung an CycT1 (II.) bindet dieses wiederum an die 3' Haarnadelstruktur der 7SK snRNA und führt so zur 
festen Inkorporation des P-TEFb in den Komplex (III.). Die korrekte Konformation der 7SK snRNA liegt nur in 
Anwesenheit des HEXIM1 vor. (C) Rekrutierende Faktoren wie BRD4 binden an acetyliertes CycT1 und lösen die 
Speicherkomplexe  in  der  Folge  auf.  Der  exakte  Mechanismus  ist  nicht  bekannt,  jedoch  wird  durch  die 
Dissoziation von P-TEFb HEXIM1 in der Folge konformationsbedingt ebenfalls abgetrennt. P-TEFb kann nach 
dem Herauslösen durch die Bromodomänen-vermittelte Erkennung acetylierter Histone zu aktiven Genloci mit 
pausierter RNAP II dirigiert werden.  
2.1.7.3. P-TEFb als Co-Faktor des HIV-1 
Abseits der physiologischen Transkription hat P-TEFb jedoch auch eine entscheidende Rolle 
auf  die  Infektion  des  HIV-1.  Es  ist  bekannt,  dass  P-TEFb  für  die  Transaktivierung  der 2. Einleitung 
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Elongation durch das HIV-1 Tat Protein notwendig ist und an dem HIV-1 LTR (long terminal 
repeat) Promotorelement wirkt. Eine Inhibition von CDK9/P-TEFb führte im Umkehrschluss 
zum  Verlust  der  Transaktivierung  durch  Tat
385-387.  P-TEFb  vermittelt  über  CyclinT1  die 
Interaktion zwischen Tat und der TAR-RNA-Haarnadelstruktur (transactivation response) am 
5'-Ende viraler Transkripte und erlaubt so der RNAP II das Überwinden dieser Blockade. 
Zusätzlich  kann  P-TEFb  den  mit  der  RNAP  II  assoziierten  HIV-1  Cofaktor  Tat-SF1 
(stimulatory  factor  1)  phosphorylieren  und  somit  aktivieren
388-390.  Die  Vermittlung  der 
Interaktion kann über das TAR-Element erfolgen, welches durch seine strukturelle Analogie 
die 7SK snRNA verdrängt und ersetzt
391,392. Die Kristallstruktur der P-TEFb-Tat Interaktion 
zeigte,  dass  auch  CDK9  durch  seine  T-Schleife  (phosphoryliertes  Thr186)  an  dieser 
Interaktion teilnimmt, der Schwerpunkt jedoch tatsächlich auf der Cyclin T1-Tat Interaktion 
liegt
393 und einzelne, dafür essentielle Aminosäuren (Gln46, Gln50 und Phe176) seitens des 
Cyclin T1 identifiziert wurden
394. Die Aufklärung dieses Zusammenhangs erklärte auch direkt 
die Speziesspezifität des HIV-1; nur das humane Cyclin T1 besitzt am C-Terminus seiner 
Cyclin-Domäne  das  Cys261,  welches  für  die  Interaktion  mit  Tat  essentiell  ist
395,396.  Eine 
Infektion mit HIV-1 führt zur Stabilisierung oder Wiederaufnahme der Cyclin T1 Expression in 
Monozyten  bzw.  differenzierten  Makrophagen
397;  dieser  Effekt  ist  abhängig  von  NF90 
(nuclear factor 90), welches Cyclin T1 post-transkriptionell reguliert, und dient dem HIV-1 
wahrscheinlich  zum  Verlassen  der  latenten  Phase  seines  Replikationszyklus
398.  Wie 
essentiell das Vorhandensein genau dieses Cyclin T1 für die virale Transkription ist lässt sich 
aus der Tatsache ablesen, dass eine Repression der Cyclin T1 Expression durch siRNAs 
zum proteasomalen Abbau des Tat führte
399. Demgegenüber führt eine Überexpression von 
Cyclin K zu einer Repression der Transkription indem es kompetitiv CDK9 bindet und so dem 
P-TEFb-Komplex entzieht
400. Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dass P-TEFb 
auch  in  völliger  Abwesenheit  von  Tat  und  TAR  in  der  Lage  ist,  das  HIV-1  LTR 
Promotorelement zu aktivieren. Dazu benötigt P-TEFb den speziellen Transkriptionsfaktor 
SP1
401.  
Die Interaktion zwischen Tat und Cyclin T1 führt zum Verlassen der Kernkompartimente, in 
denen P-TEFb physiologisch die Transkription aktiviert und zu einer Redistribution im Zyto-
plasma und Nukleoplasma
402. Tat konkurriert in diesem Kontext mit HEXIM1 um die Bindung 
an  Cyclin  T1  und  kann  so  P-TEFb  durch  Dissoziation  des  HEXIM1  aktivieren
403.  Die 
Bindungsdomänen  des Cyclin  T1 für  HEXIM1  und  Tat sind  jedoch  nicht  identisch
404.  Die 
Rekrutierung durch Tat bezieht sich nicht nur auf aktives P-TEFb, sondern es rekrutiert wie 
BRD4  durch  seine  hochaffine  Bindung  an  Cyclin  T1  auch  kompetitiv  aus  den 
Speicherkomplexen und führt neben der Verdrängung des HEXIM1 zu einer Herabsetzung 
der Menge an 7SK snRNA und zusätzlich zu einer Änderung in deren Konformation, die ein 
erneutes Verbinden mit P-TEFb verhindert
381,392,405. Auch die Induktion der inaktivierenden 2. Einleitung 
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Phosphorylierung des HEXIM1 durch den HMBA-induzierten PI3K/Akt Signalweg führte zur 
Aktivierung
406,  allerdings  scheint  dies  nur  in  Abhängigkeit  von  SP1  zu  funktionieren
407. 
Umgekehrt  führte  eine  Überexpression  von  HEXIM1  als  auch  HEXIM2  zur  Repression 
insbesondere der Tat-unabhängigen aber auch der Tat-abhängigen Transkription
408. Es kann 
in Abwesenheit von Tat fest an die 5'-NTR, im Besonderen TAR, binden und rekrutiertes P-
TEFb inhibieren. Erst die Anwesenheit von Tat dissoziiert diesen Komplex und erlaubt die 
Aktivierung
409.  In  seiner  Rolle  als  Stabilisator  der  7SK  snRNA  und  damit  der 
Speicherkomplexe  wirkt  auch  LARP7  als  negativer  Regulator  der  viralen  Transkription
410. 
Betrachtet  man  die  Konkurrenzsituation  in  der  Rekrutierung  von  P-TEFb  ist  es 
nachvollziehbar,  dass  die  Überexpression  oder  Aktivierung  von  direkt  mit  Tat 
konkurrierenden  Faktoren  wie  etwa  die  CTD  des  BRD4  oder  Progranulin  ebenfalls  zur 
Repression der viralen Transkription führen
411-413.  
Es konnte weiter gezeigt werden, dass Tat die physiologische Zusammensetzung der RNAP 
II assoziierten Komplexe umschichtet. So kommt es bei der Transkription nach der Synthese 
der TAR-RNA zur Dissoziation des CDK7 und einer bivalenten Substratspezifität des CDK9 
sowohl gegenüber Ser2 als auch Ser5
414. Inwiefern dies ein HIV-spezifischer Mechanismus 
ist,  muss  aber  aufgrund  der  Entdeckung,  dass CDK9  auch  in  physiologischen  Systemen 
beide Serine phosphorylieren kann (s.o.)
354, diskutiert werden. Weiterhin stimuliert Tat die 
Phosphorylierung von DSIF und der RNAP II CTD durch CDK9
357,415 und sorgt für einen 
entsprechenden epigenetischen Kontext der elongierenden RNAP II, indem es die H3K4- 
und  H3K36-Methylierung  induziert
416.  Es  konnte  weiterhin  gezeigt  werden,  dass  Tat  in 
Kooperation mit AFF4 den P-TEFb-Komplex und ELL2 als Elongationsfaktoren interagieren 
lässt um so die Elongation der viralen Transkription zu koordinieren
417. Tat scheint in diesem 
Prozess in zwei distinkten Komplexen zu arbeiten. So wurde es zusammen mit P-TEFb und 
einer stabilisierten 7SK snRNA ohne HEXIM1 (Tatcom1) und in einem größeren Komplex mit 
AF4, AFF4, AF9, ENL, ELL sowie PAF1 (Tatcom2) beschrieben
418. Weiterhin phosphoryliert 
P-TEFb Tat-abhängig  das  Histon  H1  an  dessen  C-Terminus
419. Wie  bereits  beschrieben, 
spielt  P-TEFb  auch  eine  Rolle  in  der  Prozessierung  der  mRNA.  Dies  gilt  auch  für  die 
Transkripte des HIV-1, so führt die Tat-stimulierte Phosphorylierung der CTD an Ser5 zur 
Ausbildung der 5'-Methylcap und der einhergehenden Stabilisierung der Transkripte
420.  
2.1.7.4. Direkte Regulation von P-TEFb 
Die strikte Regulation des P-TEFb geschieht durch mehrere Mechanismen, welche sowohl 
das Proteinniveau der Untereinheiten als auch die direkte funktionelle Inaktivierung des P-
TEFb  umfassen.  Dabei  spielen  post-translationale  Modifikationen  von  P-TEFb  selbst  als 2. Einleitung 
     
44 
 
auch  dessen  assoziierter  Faktoren  in  Form  von  reversibler  Phosphorylierung, 
Ubiquitinylierung und Acetylierung eine tragende Rolle, die im Folgenden erläutert wird.  
CDK9  kann  CycT1  in  vitro  selbst  phosphorylieren,  auch  wenn  die  markierte  Aminosäure 
noch nicht identifiziert ist
346,388. Das Thr186 der CDK9 als Ziel von Phosphorylierungen und 
die konträren Erkenntnisse dazu wurden bereits erläutert (s.o.). Zusätzlich kann CDK9 an 
Thr29, Ser175, Ser347, Thr362 und Thr363 phosphoryliert werden
335,339,421. Die beteiligten 
Faktoren für diese Modifikationen sind nicht bekannt, für die letzten drei Aminosäuren wurde 
jedoch  zumindest  in  vitro  eine  Autophosphorylierung  des  CDK9  beobachtet
335.  Im 
Allgemeinen spielen die Autophosphorylierungen eine wichtige Rolle in der Regulation der 
CDK9, jedoch sind die bisherigen Erkenntnisse schwer zu interpretieren. Es ist für HIV-1 
bekannt,  dass  die  Dissoziation  des  TFIIH  beim  Übergang  zur  Elongation  die 
Autophosphorylierung  des  Ser347  Tat-abhängig  induziert,  da  die  XBP  Untereinheit  des 
TFIIH  diesen  Prozess  unterdrückt
346,422.  Inwiefern  dieser  Mechanismus  eine  allgemeine 
Gültigkeit für die Transkription hat ist unklar, da Ser347 nicht konserviert ist und somit eine 
weitere  Erklärung  für  die  Wirts-Spezifität  des  HIV-1  sein  könnte.  Auch  die  Rolle  der 
Autophosphorylierung des Thr29 erscheint unklar, insofern dass sie die Kinaseaktivtät des 
CDK9  in  einem  zellbasierten  Assay  inhibierte
421,  in  vitro  Studien  mit  aufgereinigten 
bekannten Coaktivatoren wie Tax oder auch BRD4 jedoch eine kontraindizierte Verstärkung 
dieser Phosphorylierung zeigten
423. Ser175-P ist hingegen eine eindeutige Markierung für 
aktives  CDK9  und  fördert  die  Interaktion  des  P-TEFb  mit  BRD4,  die  Regulation  dieser 
Modifikation  ist  aber  nicht  bekannt
379.  Interessanterweise  erfolgt  eine  analoge  Ser175-P 
Modifikation in CDK7, die essentiell für die Phosphorylierung der RNAP II CTD ist
424,425. 
Sowohl CDK9 als auch HEXIM1 sind das Ziel von Polyubiquitinylierungsprozessen. Während 
Cyclin  T1  stabil  bleibt,  zeigt  CDK9  eine  Halbwertszeit  von  ca.  50  Minuten  und  konnte 
dementsprechend  durch  Zugabe  von  Proteasom-Inhibitoren  stabilisiert  werden.  Die 
Interaktion  mit  Komponenten  des  E3-Ubiquitin-Ligase  Komplex  SCF  (Skp,  Cullin,  F-box 
containing complex) erfolgt jedoch nicht direkt durch CDK9, sondern durch die C-terminale 
PEST-Sequenz  (reich  an  Prolin  (P), Glutamat (E),  Serin (S)  und Threonin  (T))  im  Cyclin 
T1
426,427.  Auf  der  anderen  Seite  ist  die  Polyubiquitinylierung  auch  wichtig  für  die 
Transaktivierung  des  HIV-1,  sie  vermittelt  die  Assemblierung  des  ternären  Komplex 
zwischen  P-TEFb,  Tat  und  TAR
428.  Analog  dazu  führt  auch  die  Polyubiquitinylierung  des 
HEXIM1  durch  HDM2  (human  double  minute-2)  in  der  basischen  Region  nicht  direkt  zu 
dessen  Degradation,  sondern  potenziert  dessen  inhibierenden  Effekt  auf  P-TEFb
429.  Die 
Erklärung hierfür könnte die Aufhebung der durch die Interaktion zwischen basischer und 
saurer Domäne vermittelten Inhibition sein. 2. Einleitung 
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Acetylierungen  gehören  zu  den  post-translationalen  Modifikationen,  die  im  Gegensatz  zu 
Phosphorylierungen vorrangig in strukturell organisierten Domänen von Proteinen gefunden 
werden
430. Domänen, welche funktionell RNA binden können, gehören zu dem am meisten 
acetyliert gefundenen Domänen. In dieser Hinsicht war es wenig überraschend, dass auch 
P-TEFb das Ziel von Acetylierungen ist. So kann Cyclin T1 an vier C-terminalen Lysinen 
(Lys380,  Lys386,  Lys390,  Lys404)  durch  p300  acetyliert  werden,  was  in  jedem  Fall  die 
Bindung der 7SK snRNA negativ beeinflusst und zur Dissoziation des P-TEFb von HEXIM1 
und der 7SK snRNA führt. Acetyliertes Cyclin T1 ist daher nur in aktivem P-TEFb vorhanden 
und essentiell für dessen volle Aktivität
431. Dies gilt bemerkenswerterweise nicht für die Tat-
abhängige Transkription an der HIV-1 LTR, Tat rekrutiert im Gegensatz nicht-acetyliertes 
Cyclin  T1  aus  den  Speicherkomplexen
405.  Inwiefern  diese  Acetylierungen  sich  im  Detail 
strukturell und auf Bindungsprozesse auswirken bleibt jedoch zu klären. Die Deacetylierung 
dieser Lysine wird durch SirT1 (Sirtuin 1) vermittelt
431. Interessanterweise ist CDK9 ebenfalls 
ein Ziel der p300 Histonacetyltransferase, so konnte gezeigt werden, dass präferiert Lys44 
und weiterhin Lys48 durch p300 acetyliert und durch HDAC3 (histon deacetylase 3) des N-
CoR Komplex (nuclear receptor core-repressor) als auch durch HDAC1 deacetyliert werden. 
Eine Mutation dieser Aminosäure (K44R) führte in vitro zum Verlust der Phosphorylierung 
des RNAP II Ser2, was der Acetylierung des Lys44 eine aktivierende Funktion zuschreibt
432. 
Umgekehrt  führt  die  Acetylierung  des  Lys48  durch  GCN5  (general  control  of  amino-acid 
synthesis 5, auch KAT2A für K(lysine) acetyltransferase 2A) und PCAF (KAT2B) zu einer 
verringerten Bindung von ATP-Analoga an das CDK9 und damit zur Inaktivierung des P-
TEFb. Durch in silico Modellierung konnte gezeigt werden, dass eine Acetylierung des Lys48 
die ATP-Bindetasche des CDK9 blockieren könnte. Diese Modifikation führt jedoch nicht zu 
einer  Dissoziation  von  P-TEFb  und  HEXIM1/7SK  snRNA  und  scheint  ein  generalisierter 
Mechanismus  der  Regulation  der  CDKs  zu  sein,  da  Lys48  in  diesen  Enzymen  stark 
konserviert ist
433. 
Abseits post-translationaler  Modifikationen kann CDK9 sowohl mit Cyclin T1 als auch T2 
zusammenwirken
347.  Zusätzlich  vermag  CDK9  an  Cyclin  K  zu  binden  (s.o.),  in  diesem 
Kontext entfernt sich die Kinase jedoch von der transkriptionellen Regulation und ist anstatt 
dessen  in  der  Stress-induzierten  DNA-Reparatur  während  der  Replikation  sowie  der 
Aufrechterhaltung  genomischer  Integrität  involviert
434.  CDK9  wurde  weiterhin  in  zwei 
verschiedenen, jedoch funktionell analogen, Isoformen gefunden, so gibt es zusätzlich zu der 
zuerst charakterisierten 42 kDa Variante auch eine N-terminal erweiterte 55 kDa Variante, 
welche  zusätzliche  117  AS  trägt  und  aus  einem  strangaufwärts  liegenden,  alternativen 
Promotor stammt
435. Da in den Vorarbeiten dieser Arbeit nur das CDK9(42) und Cyclin T1 als 
Komplexpartner des AF4 identifiziert wurden, wird im weiteren Text nur auf diese Isoformen 
rückbezogen und die Nomenklatur auf CDK9 und CycT1 gekürzt.  2. Einleitung 
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Sowohl  CDK9  als  auch  Cyclin  T1  werden  auf  der  Ebene  der  mRNA  durch  induzierende 
Stimuli reguliert. Cyclin T1 wird zwar ubiquitär über einen konstitutiven, komplexen Promotor 
exprimiert,  das  Niveau  der  Expression  variiert  jedoch  stark  zwischen  verschiedenen 
Geweben und zeigt vor allem im Blut und lymphoiden Gewebe eine hohe Expression
436,437. 
Die  Aktivierung  von  peripheren  Blutzellen  und  primären  CD4
+  T-Zellen  führt  zu  einem 
Anstieg  des  mRNA-Niveaus  beider  Untereinheiten,  die  Differentiation  von  Monozyten  in 
Makrophagen führte  hingegen  nur  zur  Induktion  der  CycT1  mRNA
438.  Diese  Induktion  ist 
notwendig  zur  Kontrolle  der  Expression  verschiedener  Gengruppen  während  der 
Differentiation
439.  Im  Kontext  dazu  wurde  gefunden,  dass  eine  Mikro-RNA  CycT1  auf  der 
mRNA-Ebene  inhibiert,  so  bindet  in  Monozyten  miR-198  an  die  3'-NTR  des  CycT1  und 
unterbindet  deren  Translation.  Sobald  die  Differentiation  der  Monozyten  induziert  wird, 
kommt es zu einer starken Repression der miR-198 und so zur verstärkter Translation des 
CycT1
440.  Die  miR-198  unterdrückt  so  die  Transaktivierung  durch  das  HIV-1  Tat  Protein. 
Kürzlich  konnten  in  ruhenden  CD4
+-Zellen  weitere,  direkt  und  indirekt  regulativ  wirkende 
Mikro-RNAs identifiziert werden, die das Niveau des Cyclin T1 absenken (miR-27b, miR-29b, 
miR-223 und miR-150)
441. 
2.1.8. Elongationsfaktoren und Elongationskomplexe 
Der  Übergang  zwischen  der Initiation  und  der Elongation  ist  nicht fließend,  sondern  wird 
häufig durch das Auftreten pausierter RNAP II unterbrochen
442. Nur bei Bedarf kommt es 
über  die  Aktivität  des  P-TEFb  zum  Übergang  zur  produktiven  Elongation  mit  den 
beschrieben  CTD-Modifikationen  an  der  RNAP  II.  Tatsächlich  sind  die  durch  DSIF  und  
NELF pausierten Polymerasen die am häufigsten gefundene Form der RNAP II
443,444. Es soll 
an dieser Stelle darauf hingewiesen sein, dass diese drei Faktoren alleine keine Effekte auf 
die  RNAP  II  vermitteln,  sondern  ihre  Funktion  nur  kooperativ  ausüben
146,147.  Nach  der 
Aktivierung der RNAP II kann diese in die produktive Elongation übergehen und transkribiert 
dann  auch  lange  Gene  mit  einer  relativ  stabilen  Geschwindigkeit  bis  zum 
Terminationssignal
445.  Sie  wird  dabei  von  einer  Reihe  von  Elongationsfaktoren  begleitet, 
welche  ihre  Prozessivität  regulieren.  Diese  Faktoren  sind  z.T.  in  Multiproteinkomplexen 
organisiert und sollen im Folgenden beschrieben werden. 
2.1.8.1. TFIIS, TFIIF und ELL 
Die  RNAP  II  kann  unabhängig  von  der  Elongationskontrolle  vor  allem  zu  Beginn  der 
produktiven Elongation erneut während der Gentranskription pausieren. Dies kann in vitro als 
Antwort auf einen Mangel an Nukleosidtriphosphaten oder auf eine physische Blockade der 
Matrize  auftreten.  Man  spricht  hierbei  von  einem  Arrest  der  RNAP  II,  insofern  dass  ein 
solcher Arrest im Gegensatz zur Pause nicht transient ist und zu einem anormalen Verhalten 2. Einleitung 
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der  Polymerase  führt.  Die  Polymerase  verfolgt  den  synthetisierten  RNA-Strang  zurück 
("backtracking") und das 3'-Ende des Strangs verlässt dadurch das aktive Zentrum. Dies gilt 
als Signal für die Polyubiquitinylierung der RNAP II und deren schneller Degradation um 
Transkriptionsartefakte  zu  vermeiden
446,447.  Ein  solcher  Arrest  kann  durch  den  nicht-
essentiellen TFIIS (transcription elongation factor A, vgl. GTFs) aufgehoben werden. TFIIS 
ermöglicht der RNAP II die endonukleolytische Spaltung des RNA-Strangs und damit zur 
Erzeugung eines neuen 3'-Endes, an dem die Transkription wieder aufgenommen werden 
kann
448. Es konnte gezeigt werden, dass so arretierte Polymerasen vor allem früh in der 
Elongation  auftreten  und  durch  verbleibende  negative  Faktoren  verursacht  werden
449,450. 
Neben  TFIIS  spielt  auch  TFIIF  eine  Rolle  in  der  Elongation.  Obwohl  es  ursprünglich  als 
essentieller  Faktor  für  die  Initiation  identifiziert  wurde,  konnte  TFIIF  in  vitro  die 
Elongationsrate  der  RNAP  II  erheblich  steigern
451  und  wurde  zusätzlich  zu  Promotor-
proximalen  Positionen  auch  weiter  strangabwärts  bis  hin  zum  Terminationssignal 
vorgefunden
452.  Es  bindet  vermutlich  direkt  an  arretierte  RNAP  II  und  kann  dort 
konzentrationsabhängig die Verweilzeit im arretierten Zustand verkürzen
146,453. 
Eine  weitere  wichtige  Gruppe  der  Elongationsfaktoren  sind  die  Proteine  der  ELL-Familie 
(ELL1, ELL2, ELL3, Eleven-nineteen lysine-rich leukemia protein), welche die Elongations-
rate  der  RNAP  II  durch  mehrfache  Unterdrückung  des  Pausierens  am  Matrizenstrang 
erhöhen
454.  Die  Namensgebung  der  ELL-Familie  stammt  von  ihrer  Identifizierung  als 
chromosomale  Rekombinationspartner  des  Leukämie-assoziierten  MLL-Gens  auf 
Chromosom  11  (MLL-ELL  t(11;19)(q23;p13.1))
455.  ELL1  kann  an  die  RNAP  II  und  den 
Elongationskomplex binden und vermittelt eine Stimulation der Elongation bei gleichzeitiger 
Suppression der Initiation
456,457. Es interagiert mit transaktivierenden Faktoren wie EAF1 und 
EAF2  (ELL  associated  factor),  welche  Sequenzhomologien  zu  AF4  aufzeigen  und  durch 
MLL-ENL  verdrängt  werden
458,459.  ELL  vermittelt  weiterhin  die  Inhibierung  der  p53-
vermittelten Transkription und steuert so im Falle der genannten Rekombination erheblich 
zum  onkogenen  Potential  der  Fusionsprodukte  bei
460.  ELL  ist  in  mehreren  distinkten 
Elongationskomplexen  integriert,  auf  die  später  in  diesem  Kapitel  eingegangen  wird.  In 
neueren  Studien  konnte  weiterhin  gezeigt  werden,  dass  ELL  abseits  seiner  Rolle  in  der 




Der PAF-Komplex, oder PAFc (RNA polymerase II associated factor complex) ist ein RNAP-
assoziierter Multiproteinkomplex, der kooperativ mit DSIF und fakultativ mit TFIIS ebenfalls 
stimulierend auf die Elongation einwirkt
462-464 und zusätzlich notwendige co-transkriptionelle 2. Einleitung 
     
48 
 
Histonmodifikationen  vermittelt.  Er  ist  zwischen  Hefen  und  höheren  Eukaryoten  stark 
konserviert und besteht aus den fünf Untereinheiten PAF1 (RNA polymerase II associated 
factor 1), CTR9, CDC73 (cell division cycle 73, Parafibromin), RTF1 und LEO1
465. PAFc ist 
notwendig  für  die  Erstellung  der  H3K4  und  H3K79  Methylierungssignaturen
466  sowie  der 
H2Bbub1 Signaturen
467,468 an transkribierten Genen. PAF1 interagiert dabei direkt mit der 
SET-Methyltransferase MLL1 und kann diese so zu den HOX-Genen rekrutieren
469, was im 
Falle  einer  chromosomalen  Translokation  des  MLL-Gens  zur  Leukämieentstehung 
beiträgt
470. Erst kürzlich konnte gezeigt werden, das PAFc selbst von Histonmodifikationen 
abhängig  ist.  Die  durch  CARM1  (coactivator-associated  arginine  methyltransferase  1) 
erstellte,  asymmetrische  H3R17  Dimethylierung  (H3R17me2a)  wird  direkt  durch  PAFc 
gebunden und ist notwendig für die so vermittelte Transkription
471. Weiterhin wird PAFc über 
die Interaktion zwischen CDC73 und CPSF eine Rolle in der co-transkriptionellen Reifung 
der  3'-Enden  der  prä-mRNA,  genauer  derer  Polyadenylierung,  zugeschrieben
472-474.  Die 
Integrität  des  PAFc  ist  für  das  Voranschreiten  des  Zellzyklus  wichtig  und  PAFc  wird  im 
Gegenzug  Phasen-spezifisch  reguliert.  Es  reguliert  in  diesem  Kontext  die  Expression 
mehrerer Cycline, jedoch nicht die des Cyclin T1
475. 
2.1.8.3. SECs 
SEC  ist  die  Abkürzung  für  Superelongationskomplex  (super  elongation  complex)  und 
bezeichnet eine Gruppe von variablen  Multiproteinkomplexen, die durch ihre Komposition 
aus Untereinheiten einen starken Einfluss auf die Transkriptionselongation haben. Ein großer 
Teil dieser Untereinheiten wurde im Vorfeld bereits vorgestellt. An dieser Stelle soll deren 
kooperative Funktion im Rahmen der SECs erläutert werden. Die Identifizierung der SECs 
geht  auf  Interaktionsstudien  zwischen  häufigen  Translokationspartnern  des  MLL-Gens 
zurück
476. So wurden die Mitglieder der ELL-Familie (ELL1-3), alle Mitglieder der AF4/FMR2-
Familie (AF4/AFF1, AF5/AFF4, LAF4/AFF3, FMR2/AFF2), AF9/MLLT3, ENL sowie der P-
TEFb als Bestandteile der SECs gefunden. Eine Translokation und die daraus resultierenden 
Fusionsproteine mit einem dieser Partner und MLL, mit der Ausnahme von P-TEFb, führte 
jeweils  zur  Assemblierung  eines  funktionellen  SEC  und  daraus  resultierend  zu  einer 
deregulierten Aktivierung der MLL-Zielgene (u.a. HOXA9 und HOXA10) und schlussendlich 
zur Leukämogenese. Dies geschieht durch Umgehung der Elongationspause und dadurch 
deregulierter  Expression  dieser  Gene
476,477.  Der  zuerst  identifizierte  SEC  besteht  aus 
AFF1/4, P-TEFb, AF9/ENL sowie ELL1/2/3. Zwei weitere SECs, genannt SEC-L2 und SEC-
L3 (SEC-like) unterscheiden sich durch die Abwesenheit des ELL1/2/3 und durch AFF2 bzw. 
AFF3  als  zentrale  Einheit
478.  SECs  sind  jedoch  nicht  spezifisch  für  MLL-Translokationen, 
sondern wurden sowohl im Zusammenspiel mit dem Tat Protein in einer HIV-1 Infektion
417,418 
als  auch  im  physiologischen  Kontext
477,479  als  funktionell  beschrieben.  Die  pausierten 2. Einleitung 
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Polymerasen sind als wichtige Regulationseinheit zur schnellen und synchronen Antwort auf 
externe  Stimuli  gedacht
480-482  und  SECs  können  diese  Polymerasen  im  physiologischen 
Kontext kontrolliert in die produktive Elongation überleiten. P-TEFb ist die zentrale Einheit 
der SECs und kann aus den Speicherkomplexen entweder in jene integriert werden oder in 
distinkte Komplexe zusammen mit BRD4 assemblieren
483. Beide Formen existieren in vitro 
jedoch nebeneinander an Promotoren und können die CTD phosphorylieren
484. Man geht 
davon  aus,  dass  BRD4-P-TEFb-Komplexe  für die  basale  Transkription  und  SECs  für  die 
schnelle  Aktivierung  solcher  Gene,  die  durch  eine  pausierte  Polymerase  gekennzeichnet 
sind,  wichtig  sind.  Ein  solcher  Sachverhalt  konnte  am  Modell  der  HIV-1  LTR  gezeigt 
werden
379,417.  Zusätzlich  konnte  in  einem  murinen  System  embryonaler  Stammzellen  die 
relative Unabhängigkeit induzierter Gene von BRD4 nachgewiesen werden
479. Wenn P-TEFb 
in  einen  SEC  inkorporiert  ist,  zeigt  es  die  höchste  Aktivität  verglichen  zu  BRD4-P-TEFb 
Komplexen und zu freiem P-TEFb
478. Zusätzlich dazu bevorzugt das HIV-1 Tat P-TEFb in 
Verbindung mit dem SEC und konkurriert mit BRD4 um diesen Faktor. Die Transaktivierung 
durch Tat erfolgt daher nicht in Anwesenheit der BRD4-P-TEFb Komplexe
374,379. 
Der  genaue  Mechanismus  der  Rekrutierung  von  SECs  ist  noch  nicht  aufgeklärt.  In 
pathogenen  Situationen  wie  der  MLL-Translokation  oder  HIV-1  Infektion  können  die 
resultierenden,  nicht-physiologischen  Faktoren für  die  Rekrutierung  der  SECs  sorgen.  So 
kann  Tat  den  SEC,  nicht  aber  BRD4,  rekrutieren  und  gleichzeitig  die  proteasomale 
Degradation  seiner  Komponenten  unterbinden,  wodurch  die  Verweilzeit  des  SEC  am 
Promotor erhöht wird
417,418,485. Auch die Fusionsproteine der chromosomalen Translokationen 
sorgen für eine Stabilisierung der Komplexe und entsprechend einer länger andauernden 
Transkription
476,485,486.  In  einem  physiologischen  Umfeld  konnte  gezeigt  werden,  dass  die 
ELL-bindenden  Faktoren  EAF1  und  EAF2  mit  dem  N-Terminus  des  MED26  interagieren 
können  und  so  MED26  als  Coaktivator  SECs  rekrutieren könnte.  Studien  an  den  Genen 
MYC und HSP70 zeigten entsprechend einen Verlust an SECs, wenn MED26 vermindert 
wurde und der knock-down von MED26 in HEK293T Zellen führte zum Verlust der Ser2-P an 
der RNAP II CTD
487. Weiterhin konnten Interaktionen zwischen AF9/ENL und dem PAF1c 
nachgewiesen werden
418,484. 
Betrachtet man die verschiedenen identifizierten SECs, sind die Gemeinsamkeiten in ihrer 
Komposition  deutlich.  Sie  enthalten  jeweils  ein  Mitglied  der  konservierten  AFF-Familie 
(AFF1-4)  als  zentrale  Einheit,  welche  direkte  Interaktionen  mit  P-TEFb,  ENL  (YEATS 
domain-containing  protein  1,  YEATS1,  MLLT1)  und  AF9  (ALL1-fused  gene  from 
chromosome  9  protein,  YEATS3,  MLLT3)  eingehen
478.  Ein  bedeutender  Unterschied  ist, 
dass  nur  im  primär  identifizierten  SEC  auch  ELL  und  damit  die  Interaktion  zu  MED26 
gegeben ist
476. Der funktionelle Unterschied zwischen SEC, SEC-L2 und SEC-L3 ist noch 2. Einleitung 
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nicht  bekannt.  Es  wurde  jedoch  gezeigt,  dass  sie  im  Genom  an  distinkten  Gengruppen 
vorliegen, wobei SEC wie erwartet die unmittelbar zu aktivierenden Genen wie HSP70 und 
zusätzlich auch MYC exklusiv steuert
478. In diesem Kontext konnte für die durch RNAP II 
transkribierten snRNA Gene ein weiterer, distinkter Komplex identifiziert werden. Er wurde 
LEC (little elongation complex) getauft und besteht aus ELL1 sowie ICE1 und ICE2 (interacts 
with the C terminus ELL subunit 1 and 2)
488. Es ist auffällig, dass LEC exakt die Untereinheit 
verwendet, welche in SEC-L2 und SEC-L3 nicht vorhanden ist. Diese Erkenntnisse legen 
nahe,  dass  für  verschiedene  Gengruppen  auch  distinkte,  regulative  Elongationskomplexe 
vorliegen. Es kann dabei nicht ausgeschlossen werden, dass diese sich dynamisch zwischen 
verschiedenen Formen umstrukturieren können. Auch in Hinblick auf die Assoziation vieler 
Untereinheiten  der  SECs  mit  pathogenen  Mechanismen  ist  deren  Genspezifität 
bemerkenswert. 
2.1.9. Epigenetische Regulation der Transkription 
Die  kovalente  Modifizierung  der  DNA  und  des  Chromatins  bzw.  der  Histone  dient  in  der 
Transkription als eine Markierung von transkriptionell aktiven und inaktiven Bereichen des 
Genoms. Wie bereits angesprochen unterscheidet man zwischen dem aktiven Euchromatin 
und  dem  kondensierten,  inaktiven  Heterochromatin.  Die  epigenetischen  Modifikationen 
werden  durch  eine  gut  definierte  Gruppe  von  Enzymen  reguliert  und  deren  korrekte 
Interaktion ist entscheidend zur Erstellung und Erhaltung physiologischer Expressionsprofile. 
Man unterscheidet hier zwischen drei verschiedenen Gruppen von Enzymen; solchen, die in 
der  Lage  sind,  Modifikationen  auszulesen  (reader),  solche  die  Modifikationen  erzeugen 
(writer) und abschließend jene, die Modifikationen wieder entfernen (eraser).  
Auf  der  Ebene  der  DNA  erfolgt  deren  Methylierung  bzw.  Demethylierung/Hydroxylierung 
durch  DNA-Methyltransferasen  (DNMT1,3A,3B, DNA  (cytosine-5-)-methyltransferase)  bzw. 
Demethylasen/Hydroxylasen (TET1-3, tet methylcytosine dioxygenase sowie GADD45A-C, 
growth  arrest  and  DNA-damage-inducible)  vorranging  an  Cytosin-Nukleotiden
489-491. 
Grundsätzlich scheint der Methylierungsstatus die Ablesehäufigkeit eines Gens zu regulieren 
und  dieser  Status  kann  durch  genomische  Prägung  an  nachfolgende  Generationen 
weitergegeben werden. Vor allem in der Zellreifung können so zelltypspezifische Gene an- 
und abgeschaltet werden
492,493. Solche Methylierungen liegen in adulten Zellen in den CpG-
Inseln  vor,  welche  in  5'-Bereichen  der  Gene  lokalisiert  sind  und  eine  Hypermethylierung 
dieser  Bereiche  ist  assoziiert  mit  transkriptioneller  Repression
494,495.  So  wird  vor  allem  in 
malignen  Erkrankungen  oft  eine  Repression  von  Tumorsuppressorgenen  durch 
Hypermethylierung  und  gegensätzlich  eine  Hypomethylierung  von  Onkogenen  sowie  eine 
generelle Hypomethylierung, welche zu genomischer Instabilität führt, vorgefunden
496.  2. Einleitung 
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Die möglichen epigenetischen Modifikationen an Histonen sind deutlich komplexer
497 und an 
dieser  Stelle  soll  aus  Gründen  der  Übersichtlichkeit  nur  auf  Histonmethylierung  und 
Histonacetylierung  in  der  Transkription  eingegangen  werden,  welche  vorrangig  an  den 
Histonen  3  und  4  stattfinden.  Das  Ziel  dieser Modifikationen  sind spezifische  Lysine  und 
Arginine an den Histonen
498,499. Die Nomenklatur und Schreibweise erfolgt als Abkürzung 
durch die Nennung des modifizierten Histons, der Aminosäure und der Modifikation, z.B. 
H3K4me3  als  Histon  3,  Lysin  4  Trimethylierung.  Auch  bei  den  Enzymen  setzt  sich  eine 
vereinfachte  Nomenklatur  durch,  so  werden  die  Histon-Demthylasen  als  KDMs  (lysine 
demethylase) und die Histon-Acetyltransferasen als KATs (lysin acetyltransferase) vereint. 
Acetylierung und Methylierung sind stets reversibel und durch die Identifikation der Arginin- 
und  Lysin-Demethylasen  wurde  das  Arsenal  der  modifizierenden  Enzyme  komplettiert
500. 
Solche  Histonmodifikationen  beeinflussen  die  Bildung  des  Euchromatin, 
Promotoraktivierung, Initiation und Elongation sowie die Bindung von Transkriptionsfaktoren 
an  die  DNA
501-503.  So  treten  beispielsweise  simultan  bivalente  Histonmodifikationen 
(H3K4me3,  aktivierend  und  H3K27me3,  repressiv,  bivalent  chromatin)  an  Genen  von 
Stammzellen  auf  und  erlauben  eine  schnelle  Regulation  dieser  Gene  in  die  gewünschte 
Richtung  während  der  Differenzierung
504,505.  Auch  in  adulten  Zellen  können  so  sowohl 
gewebespezifisch  als  auch  bei  pathogenen  Ereignissen  Gengruppen  gezielt  reguliert 
werden, ohne das eine direkte Umstellung der DNA-Sequenz oder der assoziierten Proteine 
vorgenommen werden muss
506,507. Betrachtet man zusätzlich die Vielzahl an rein funktionell 
betrachtet  redundanten  Enzymen  wird  deutlich,  dass  ihre  spezifischen  Expressionsprofile 
und  ihre  unterschiedlichen  Netzwerke  aus  Protein-Protein-Interaktionen  eine  zusätzliche 
Ebene der Regulation einführen
508. 
Die wichtigsten Enzyme für die Methylierung von Lysinresten an Histonen (writer) sind MLL, 
SUV39H1/2 (suppressor of variegation 3-9 homolog, auch Lysine N-methyltransferase 1A), 
NSD1 (nuclear receptor binding SET domain protein), EZH1/2 (enhancer of zeste homolog, 
auch  KMT6B)  sowie  DOT1L  (DOT1-like,  histone  H3  methyltransferase).  Für  Argininreste 
sind  die  PRMTs  (protein  arginine  methyltransferase)  zuständig.  Der  resultierende 
epigenetische  Code  folgt  einem  binären  Schema,  er  kann  entweder  zu  transkriptioneller 
Aktivierung  oder  zur  Repression  führen.  Aktives  Euchromatin  enthält  die  Modifikationen 
H3K4me3, H3R17me2, H3K36me2/3, H3K79me2/3, H4R3me2 und H4K20me1/2. Inaktives 
Heterochromatin  enthält  H3R2me2,  H3K9me2/3,  H3K27me2/3  und  H4K20me3.  Für  die 
H3K9me2/3  Signatur  ist  bekannt,  das  HP1  (heterochromatin  protein  1)  durch  seine 
Chromodomäne an diese bindet und das Chromatin weiter kondensiert. Zusätzlich kann HP1 
DNMT3A/B  rekrutieren,  welche  durch  de  novo  Methylierungen  der  DNA  ein  weiteres 
repressives Signal setzten
509. Zur Erkennung solcher Signaturen benötigen die nukleären 
Proteine (reader) spezielle Domänen, so werden H3K4me, H3K9me und H3K27me durch 2. Einleitung 
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Chromodomänen  gebunden,  H3K9me  und  H4K20me  durch  Tudordomänen  und  H3K4me 
zusätzlich durch WD40-Domänen und PHD-Finger
510. 
Im  Falle  der  Acetylierungen  werden  die  entsprechenden  Lysine  über  Enzyme  mit  einer 
Bromodomäne erkannt und gebunden. Wichtige Vertreter der KATs sind p300 (E1A binding 
protein  p300,  KAT3b),  CREBBP  (CREB  binding  protein,  KAT3a)  und  MOF  (KAT8). 
Umgekehrt erfolgt die Deacetylierung der Histone durch Histondeacetylasen (HDACs und 
Sirtuine).  Euchromatin  ist  durch  eine  starke  Acetylierung  der  Histone  3  und  4 
gekennzeichnet.  Die  Signaturen  H3K9ac  und  K3K27ac  verhindern  eine  gleichzeitige 
Methylierung  und  damit  die  Bindung  von  HP1  und  DNMT3A/B.  Zusätzlich  findet  man 
H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac und H4K16ac in aktivem Euchromatin, auch wenn diese nicht 
direktes Ziel einer Methylierung sind. Vermutlich führt die Einführung einer Acetylgruppe zu 
einer loseren Packung des Chromatins durch elektrostatische Abstoßung. Es sei an dieser 
Stelle  erwähnt,  dass  trotz  der  Vielzahl  an  HDACs  und  Sirtuine  (SIRTs)  nur  eine  kleine 
Gruppe identifiziert werden konnte, die wichtige Acetylierungssignaturen an den Histonen 
entfernen kann. HDAC3 sowie SIRT1, SIRT2 und SIRT6 deacetylieren H3K4ac, H3K9ac und 
H4K16ac  und  erlauben  damit  eine  folgende  Methylierung  bzw.  Ausbildung  von 
Heterochromatin
510. 
2.2. Das AF4 Protein 
Das  AF4  Protein  ist  die  zentrale  Einheit  dieser  Arbeit  und  wird  in  der  Folge  ausführlich 
beschrieben. Voranstehend soll die Nomenklatur geklärt werden. Das humane Protein AF4 
(ALL1-fused gene from chromosome 4 protein) wird durch das Gen AFF1 (AF4/FMR2 family, 
member 1) codiert. Das ebenfalls in der Transkription und den SECs involvierte humane 
AF5/AF5q31 (ALL1-fused gene from chromosome 5q31 protein) wird durch das Gen AFF4 
(AF4/FMR2 family, member 4) codiert. AF9 (ALL1-fused gene from chromosome 9 protein) 
ist  hingegen  kein  Mitglied  der  AF4/FMR2  Familie,  sondern  wird  durch  das  MLLT3 
(myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila); translocated 
to, 3) codiert und ist stark homolog zu ENL. 
Ausgehend von der Nomenklatur wird deutlich, dass diese Gene und deren Proteinprodukte 
zuerst als funktionell ähnliche, chromosomale Translokationspartner des MLL (früher ALL-1, 
HRX) identifiziert wurden
511-513. Die Translokation t(4;11)(q21;q23), also zwischen MLL und 
AFF1, ist die häufigste Translokation (ca. 40%) in der akuten lymphoblastischen Leukämie 
(ALL, acute lymphoblastic leukemia) bei Kleinkindern und ist assoziiert mit einer schlechten 
Prognose.  Sie  resultiert  in  funktionellen,  reziproken  Fusionsproteinen,  genannt  MLL-AF4 
(der11)
514 und AF4-MLL (der4), wobei die Expression des der4 auf Ebene der mRNA nur in 
84% der untersuchten Fälle gezeigt werden konnte
515-517. Diese Tatsache führte zuerst zu 2. Einleitung 
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der Annahme, das MLL-AF4 die entscheidende Rolle in der Pathogenese zufällt. Mittlerweile 
konnte dem AF4-MLL jedoch erhebliches onkogenes Potential zugeschrieben werden
518,519 
und die pathogenen Mechanismen sowie die Wechselwirkung und Abhängigkeit zwischen 
MLL-AF4 und AF4-MLL sind unklar und werden intensiv diskutiert
520-522. Zusätzlich kann eine 
t(4;11)-bedingte  AML  (acute  myeloblastic  leukemia)  nach  langer  Latenzzeit  auch  als 
sekundäre,  therapieinduzierte  Leukämie  auftreten
523.  Die  Translokation  wird  dabei  durch 
Behandlung mit Topoisomerase II-Hemmern wie Etoposid hervorgerufen
524,525.  
Die ersten Hinweise auf eine Rolle für AF4 in der Transkription kommen von Reportergen-
versuchen,  welche  Regionen  der  Fusionsproteine  auf  transkriptionelle  Aktivierung  hin 
testeten.  Dabei  konnte  einer  N-terminalen  Sequenz  des  AF4  (AS  480-560)  ein  stark 
aktivierendes  Potential  zugeschrieben  werden,  wobei  jedoch  eine  Zelltyp-abhängige 
Aktivierung zu beobachten war
526,527. Gleiches konnte für das kurz darauf identifizierte LAF4 
(Lymphoid nuclear protein related to AF4), welches durch AFF3 auf Chromosom 1 codiert 
wird,  gezeigt  werden.  Hier  wurde  zusätzlich  Kernständigkeit  und  eine  DNA-Bindung  des 
LAF4  gezeigt  und  damit  auch  eine  Wechselwirkung  zwischen  Nukleinsäuren  und  AF4 
eingeräumt
528. AF4 selbst ist vor allem in der Plazenta stark exprimiert, was seine gedachte 
Rolle  in  der  in  utero  Entstehung  der  Translokation  und  daraus  folgend  der  ALL 
unterstützt
529,530. 
Das Gen AFF1 auf Chromosom 4, Bande 21 besteht aus 20 codierenden Exons sowie 20 
Introns,  welche  eine  kodierenden  Sequenz  von  insgesamt  9390  Basenpaaren  ergeben, 
wobei  ein  alternatives  erstes  Exon  1a  und  1b  mit  jeweils  einem  funktionellen  Startcodon 
existiert (vgl. Ensembl-Eintrag ENSG00000172493)
531,532. In den Exons 3 bis 6 liegen die 
Bruchpunkte, die im Falle der chromosomalen Translokation entstehen. Weiterhin wurden 
zwei funktionelle Polyadenlyierungssignale entdeckt. Die Nutzung des vorderen Signals in 
Exon 3 führt zur Translation einer verkürzten Variante des AF4, FelC genannt. AF4 ist ein 
ubiquitäres Serin- und Prolin-reiches Protein von 1210 Aminosäuren mit den Eigenschaften 
eines Transkriptionsfaktors, welches auch in humanen proB-Zellen exprimiert wird. AF4 hat 
ein Molekulargewicht von 131 kDa, zeigt aber ein apparentes Gewicht von 171 kDa, dessen 
Auftreten nicht geklärt ist. Zusammen mit den anderen Mitgliedern seiner Familie zeigt AF4 
fünf konservierte Domänen, eine N- und C-terminale Homologiedomäne (NHD, CHD), eine 
Serin-reiche Domäne (pSer, poly-serine), zwei nukleäre Lokalisationssignale (NLS) sowie die 
familienspezifische ALF-Domäne. Deren Funktionen sind bisher kaum untersucht. AF4 zeigt 
eine Lokalisation in vorrangig subnukleären Kompartimenten
532,533. Gleiches konnte für das 
murine Homolog Af4 gezeigt werden. Diese Arbeiten zeigten weiterhin, dass Af4 eine Rolle 
in der hämatopoetischen/lymphatischen Reifung eine Rolle spielt
534 und dass die Expression 
nach Reifung der Zellen reduziert wird. Dies gilt auch für B-Lymphozyten und verbindet damit 2. Einleitung 
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die  Deregulation  des  AF4  in  der  Translokation  mit  dem  Phänotyp  einer  proB-ALL
535. 




Abbildung 2.2.a. Gen- und Proteinaufbau des humanen AF4. (A) Schematische Genstruktur des AFF1 Gens 
auf Chromosom 4, Bande 21. Das alternative erste Exon sowie die breakpoint cluster region sind angedeutet. Die 
chromosomale  Translokation  t(4;11)(q21;q32)  fusioniert  die  jeweilig  flankierenden  Teile  des  Gens  nach  dem 
Bruch mit denen des MLL Gens auf Chromosom 11, was zur Entstehung der reziproken, chimären Proteine MLL-
AF4  (der11)  und  AF4-MLL  (der4)  führt.  (B)  Schematische  Darstellung  des  AF4  Proteins.  Die  identifizierten 
Domänen sind markiert (NHD = N-terminal homology domain, gelb; ALF = AF4, LAF4, and FMR2 family domain, 
dunkelblau; pSer = poly serine region, hellblau; NLS = nuclear localization signal, rot; CHD = C-terminal homology 
domain, gelb). In Klammern wird der N-Terminus (AF4N) gezeigt, der in dieser Arbeit eingesetzt wurde. 
AF4 kann mit anderen Translokationspartnern wie dem AF9 und ENL direkt interagieren und 
ko-lokalisiert mit diesen in subnukleären Kompartimenten
536,537. Diese Interaktionen sind für 
leukämische  Zellen  essentiell  und  eine  Blockade  der  AF4-AF9  Interaktion  führt  zu  deren 
Apoptose
538.  Ebenfalls  bekannt  war  die  Interaktion  zwischen  AF5  (früher  MCEF)  und  P-
TEFb, auch wenn diese zu keiner transkriptionellen Aktivierung führte
539. Aufgrund solcher 
Funde  wurde  die  Anwesenheit  von  funktionellen  Multiproteinkomplexen  postuliert,  konnte 
jedoch  noch  nicht  direkt  bestätigt  werden.  Weiterhin  wurde  eine  Interaktion  mit  den  E3-
Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAH2 (Seven in absentia homolog) gezeigt, welche für die 
Regulation  des  AF4-Niveaus  zuständig  sind
485.  Diese  ubiquitinylieren  AF4  und  führen  zu 
dessen  proteasomaler  Degradation,  welche  durch  Zugabe  von  Proteasom-Inhibitoren 
verhindert werden konnte. In der gleichen Studie konnte zum ersten Mal das Potential zur 
Wachstumstransformation  muriner  Zellen  nicht  nur  von  AF4  selbst,  sondern  auch  des 
reziproken Fusionsproteins AF4-MLL gezeigt werden. Die Stabilität des AF4-MLL Komplexes 
lässt sich nur durch eine kompetitive Situation zwischen Komplexbindeproteinen und dem 
Ausschluss der SIAH-Proteine erklären, denn es kommt nicht zu einem Verlust der SIAH-2. Einleitung 




485. Damit wurde dem im AF4-MLL erhaltenen N-Terminus des AF4 erstmalig 
eine  wichtige  Rolle  in  der  Leukämogenese  zugeschrieben.  Gleichzeitig  konnten  diese 
Ergebnisse  in  einem  Mausmodell  für  die  sogenannte  "robotic  mouse"  bestätigt  werden. 
Diese Mäuse leiden unter dem Verlust an Purkinje-Zellen im zentralen Nervensystem und 
Ataxie (Störung der Bewegungskoordination). Af4 ist in diesen Mäusen punktmutiert
540 und 
kann  nicht  mehr  durch  Siah1  und  Siah2  gebunden  und  degradiert  werden.  Dies  führt 
ebenfalls zur Akkumulation und zu einer stark erhöhten transaktivierenden Funktion des Af4, 
was die Expression des Igf1 (insulin growth factor 1) vermindert und zum Tod der Purkinje-
Zellen führt
541,542. Die Rolle der SIAH-Proteine wurde kürzlich insofern erweitert, als dass 
SIAH1  -  nicht  aber  SIAH2  -  für  die  Degradation  des  stöchiometrisch  limitierenden  ELL2 
zuständig  ist  und  dass  die  Interaktion  von  ELL2  mit  AF5  im  SEC  diese  Degradation 
unterbindet.  Erst  in  hohen  Konzentrationen  konnte  SIAH1  AF5  und  auch  AF4 
polyubiquitinylieren und den SEC auflösen
543. 
 
Abbildung 2.2.b. Der AF4 MPC als Aktivator der Transkription. Die Abbildung zeigt schematisch die Effekte 
des AF4 MPC gegenüber der pausierten RNAP II. Durch Aktivierung des P-TEFb kommt es zur Phosphorylierung 
von DSIF, NELF sowie des Ser2 der RNAP II CTD und UBE2A. Die RNAP II kann zu ihrer produktiven Form 
wechseln  und  wird  während  der  Elongation  durch  den  AF4  MPC  begleitet,  der  durch  die  assoziierten, 
histonmodifizierenden  Faktoren  wie  NSD1  (H3K36me),  CARM1  (H3R2,17,26me)  und  DOT1  (H3K79me) 
Signaturen aktiven Chromatins (Euchromatin) erzeugt. Die Phosphorylierung des UBE2A führt zur Assoziation mit 
RNF20/40  und  der  mono-Ubiquitinylierung  des  H2B.  Die  Abbildung  wurde  in  modifizierter  Form  aus  der 
entsprechenden Publikation entnommen
486. 
2007  wurde  in  einem  murinen  Modell  ein  entscheidender  Schritt  in  Hinsicht  auf  die 
Aufklärung der Funktion des AF4 gemacht. Af4 interagiert mit Af9, Af10 und Enl und aktiviert 
den P-TEFb, weiterhin kann es H3K79me3 Signaturen durch die Rekrutierung von Dot1 zur 
RNAP  II  vermitteln.  Dementsprechend  zeigte  die  "robotic  mouse"  als  Modell  einer  Af4-
Überexpression stark hyperphosphorylierte RNAP II sowie übermäßige Histonmethylierung 2. Einleitung 
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und damit eine deregulierte, hyperaktive Transkription. In dieser Arbeit wurde Af4 auch als 
Ziel  einer  Phosphorylierung  durch  P-TEFb  identifiziert,  welche  die  Aktivierung  der 
Transkription  vermindert
544.  Erst  drei  Jahre  später  folgte  die  Identifizierung  des  ersten 
analogen, humanen Multiproteinkomplexes, in dem AF4 integriert ist und der am Chromatin 
der Zielgene des MLL die Transkription aktiviert. Hier wurde die Assoziation mit P-TEFb und 
ENL sowie eine Heterodimerisierung mit AF5 gezeigt und der resultierende Komplex AEP 
(AF4/5, ENL, P-TEFb) getauft. Auch MLL-AF4 kann diesen Komplex bilden und so für eine 
dauerhafte,  deregulierte  Transkription  sorgen
545.  Im  gleichen  Jahr  wurden  die  Tatcom-
Komplexe (siehe Kapitel 2.1.7.2.) gereinigt, welche ebenfalls AF4, AF5 und P-TEFb sowie 
ELL und AF9 beinhalten und die erste direkte Verbindung zur Elongation der Transkription 
im Menschen aufzeigten
418. Eine direkte Untersuchung affinitätsaufgereinigter AF4- und AF4-
MLL-Komplexe  zeigte  zusätzlich  zu  den  bereits  identifizierten  Faktoren  Interaktionen  mit 
Chromatin-modifizierenden  Enzymen  und  die  Ausbildung  von  hochmolekularen 
Multiproteinkomplexen.  AF4  interagierte  in  Co-Immunpräzipitationen  mit  P-TEFb,  BRD4, 
HEXIM1, NFκB1, NPM1, der RNAP II, NSD1 und CARM1 sowie über seinen C-Terminus mit 
ENL,  AF9,  AF10  und  DOT1L.  AF5  konnte  nur  in  massenspektometrischen  Versuchen 
gefunden werden. Eine N-terminale Heterodimerisierung mit FelC erfolgte nur mit AF4 und 
nicht  mit  AF5.  Entsprechend  wurden  AF5  und  auch  BRD4  im  AF4-MLL-Komplex  nicht 
gefunden, dafür jedoch auch C-terminale Sequenzen des  AF4,  was auf die Anwesenheit 
eines über den N-Terminus dimerisierten AF4 im Komplex hinweist. Beide Komplexe waren 
zudem  in  der  Lage,  in  vitro  Histone  zu  methylieren  und  P-TEFb  zu  aktivieren  bzw.  eine 
verstärkte Phosphorylierung der CTD zu vermitteln. Überexpression von AF4-MLL führt in 
diesem  Kontext  auch  zu  einem  erhöhten globalen  Niveau  der  H3K4me3  und  H3K79me3 
Signatur,  die  auf  aktive  Transkription  hinweisen
486.  Eine  weitere  Studie  bestätigte  und 
expandierte diese Ergebnisse, so wurde die Bindungsstelle des CDK9 auf den N-Terminus 
des  AF4  bestimmt  und  Ser212  und  Thr220  des  AF4  als  Phosphorylierungsstellen 
identifiziert.  Weiterhin  wurde  der  Mediatorkomplex  als  Interaktionspartner  des  AF4 
bestimmt
546. Die Heterogenität der Komplexe wurde zusätzlich durch Arbeiten aufgezeigt, die 
AF4 und AF5 eine Rolle als Gerüst für die Interaktion von P-TEFb und AF9 zuschreiben und 
P-TEFb als Mediator der Interaktion zwischen AF4 und EAF1/2. Zusätzlich wurde gezeigt, 
dass DOT1L mit AF9 aber nicht mit AF9-AF4-P-TEFb Komplexen interagiert
547. Vor allem die 
Kooperation  zwischen  EAF1  und  AF4  ist  interessant,  da  sie  in  ihren  transaktivierenden 
Domänen  eine  begrenzte  Homologie  aufzeigen  und  so  funktionelle  Redundanz  möglich 
ist
548. Betrachtet man die Gesamtheit der gefundenen Komplexe, wird sowohl AF4 als auch 
AF5 eine Funktion als Mediator von Interaktionen (scaffolder) zugeschrieben. 
Eine  weitere  bemerkenswerte  Erkenntnis  war  die  Entdeckung  der  RNA-Bindung  durch 
FMR2, AF5 und LAF4 (AF4 wurde nicht getestet) sowie die unterschiedliche Lokalisation des 2. Einleitung 
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AF4 (zusammen mit ENL) im Vergleich zu den anderen Mitgliedern dieser Familie
549. Vor 
allem die postulierte Heterodimerisierung mit AF5 ist daher zu hinterfragen. Darüber hinaus 
zeigten  die  Fusionsproteine  MLL-AF4,  MLL-AF5  und  MLL-LAF4  einheitlich  eine  Ras-
abhängige Aktivierung des Elk1 Transkriptionsfaktors, was zu deren onkogenen Protential 
beisteuern  könnte
550.  Weiterhin  wurde  gezeigt,  dass  AF4  die  Transkription  des  CD133 
reguliert und dieser für das Überleben leukämischer Zellen essentiell ist
551. Es gibt zusätzlich 
eine  Assoziation  zwischen  Polymorphismen  des  AFF1/AFF3  und  der  Kollagenose  Lupus 
erythematodes, auf die hier jedoch nicht näher eingegangen werden soll. 
2.3. Herpesviren und Transkription 
Viren im Allgemeinen und Herpesviren im Speziellen sind keine eigenständig lebensfähigen 
Organismen. Obwohl sie ohne eine Wirtszelle für begrenzte Zeiträume überdauern können, 
ist ihre Replikation obligat an die Infektion eines Wirtes und der folgenden Bemächtigung 
seiner  Replikations-  sowie  Transkriptions-  und  Translationsmaschinerie  gebunden.  Für 
verschiedene  virale  Proteine  wurde  bereits  eine  enge  Assoziation  mit  dem  PIC 
beschrieben
552,553.  Es  ist  daher  naheliegend  die  Frage  zu  stellen,  ob  die  Proteine 
humanpathogener  Viren  auch  mit  den  im  Vorfeld  beschriebenen  Transkriptionskomplexe 
(SECs) interagieren und diese für die Transkription des viralen Genoms verwenden. Für den 
HIV-1  ist  dies  bereits  auf  beeindruckende  Weise  demonstriert  worden  (siehe  Kapitel 
2.1.7.2.). Über die reinen Effekte einer viralen Erkrankung haben vor allem die Arbeiten von 
Harald zur Hausen am Humanen Papillomvirus (HPV) eine Assoziation zwischen Krebs und 
viraler Infektion hergestellt
554. Betrachtet man die Verwicklung mehrerer Komponenten der 
SECs mit der Entstehung von Leukämien, darunter vor Allem die ungeklärte Rolle des AF4 in 
der t(4;11)-assoziierten ALL, so erscheint es sinnvoll zu prüfen, ob sich auch virale Proteine 
dieser Faktoren annehmen können. Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit einbezogenen 
Herpesviren, das humane Zytomegalievirus und das Ebstein-Barr-Virus, kurz vorgestellt und 
die Rolle der untersuchten immediate-early-Proteine des lytischen Zyklus in der Transkription 
während einer viralen Infektion erläutert werden. 
2.3.1. Humanes Zytomegalievirus 
2.3.1.1. Allgemeines 
Das humane Zytomegalievirus (HCMV, human cytomegalovirus) zählt als fünftes Mitglied zu 
der Gruppe der humanen Herpesviren (HHV-5) und befällt ausschließlich den Menschen. Es 
ist  ein  ubiquitäres  β-Herpesvirus  mit  doppelsträngiger  DNA  (dsDNA-Virus)  in  einem 
icosahedralen Capsid
555. Unter den Herpesviren trägt er das größte Genom von ca. 265 kb 
mit rund 165 codierenden Genen
556. Die äußere Hülle wird durch eine Lipid-Doppelschicht 2. Einleitung 
     
58 
 
(envelope) gebildet, in der mehrere virale Glykoproteine eingebettet sind. Zwischen dieser 
Doppelschicht  und  dem  Capsid  liegt  eine  Proteinmatrix,  die  als  Tegument  bezeichnet 
wird
557,558.  Im  Tegument  ist  der  Großteil  der  Proteine  des  Virions  wie  z.B.  das  Matrix-
Phosphoprotein pp65/UL83 (unique long 83) und der Transaktivator pp71/UL82 lokalisiert
559. 
Funktionell betrachtet dienen diese Proteine entweder strukturell der Assemblierung neuer 
Viruspartikel  bzw.  der  Auflösung  des  Partikels  nach  Infektion  oder  sie  beeinflussen  die 
zelluläre  Antwort  der Wirtszelle  auf  die  Infektion.  Eine  produktive  Infektion  führt  zu  einer 
dreiphasigen Synthese viraler Proteine, wobei die Nomenklatur der Phasen und der Proteine 
durch die vergangene Zeit nach der Infektion gegeben ist. So unterscheidet man zwischen 
der immediate-early- (IE, "sofort und frühzeitig", 0-2 Stunden), der delayed-early- ("verzögert 
frühzeitig", <24 Stunden) und der late- ("spät", >24 Stunden) Phase/Proteinen
560. 
HCMV kann auf vielfältige Weise übertragen werden, so wurden Speichel, Muttermilch sowie 
die Plazenta, Bluttransfusionen, Sexualkontakt und die Transplantation sowohl von Organen 
als  auch  von  hämatopoetischen  Stammzellen  als  Übertragungswege  identifiziert
561.  Die 
Prävalenz des HCMV in Blutseren ist dementsprechend hoch, so wurde durch Studien in den 
USA  eine  dortige  Serumprävalenz  zwischen  30  und  90%  gefunden,  wobei  sich  eine 
proportionale  Beziehung  zum  Lebensalter  ableiten  lies
562.  Im  Falle  eines  gesunden 
Immunsystems verläuft die primäre Infektion mit HCMV asymptomatisch. HCMV wird dabei 
jedoch nicht eliminiert, sondern verbleibt lebenslang in einer Latenzphase, die durch kurze 
Phasen  der  Reaktivierung  unterbrochen  wird.  Diese  Latenzphase  verbringt  das  Virus 
vermutlich in undifferenzierten Zellen myeloischen Ursprungs
563. In diesen Zellen wird die 
Aktivierung des MIE-Promotors (major immediate early), dessen Genprodukte essentiell für 
den lytischen Zyklus sind, reprimiert. Im Falle einer Differenzierung kommt es zur Aktivierung 
des Promotors und zum Einleiten des lytischen Zyklus
564,565. Die Permissivität des Virus, also 
die Fähigkeit zur viralen Replikation, ist jedoch in unterschiedlichsten Zell- und Gewebetypen 
hoch,  so  kann  das  Virus  nach  primärer  Infektion  in  einer  Vielzahl  von  Organen 
nachgewiesen  werden
566,  darunter  auch  in  Hepatozyten  und  neuronalen  Zellen  der 
Retina
567,568.  Jedoch  wird  die  effektive  Produktion  der  Viruspartikel  zum  Großteil  in 
Fibroblasten und auch Epithelzellen gefunden
569,570. 
Beim Eintritt in den lytischen Zyklus nach Eindringen in die Wirtszelle und Entpackung des 
viralen  Genoms  kommt  es  zur  Bindung  des  pp71  an  AP1/ATF-Bindestellen  des  MIE-
Promotor,  wodurch  die  RNAP  II  rekrutiert  werden  kann
571.  Die  transkribierte  mRNA  der 
viralen  IE-Proteine  reift  analog  zur  Wirts-RNA  und  wird  anschließend  translatiert.  Die 
resultierenden  immediate-early-Proteine,  IE1  und  IE2,  können  dann  ihre  essentielle 
transaktivierende  und  Chromatin-modifizierende  Funktion  auf  die  folgenden  Phasen  der 
viralen  Genexpression  wahrnehmen
572-574.  In  den  weiteren  Phasen  bilden  sich  erst  die 2. Einleitung 
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Faktoren zur Replikation des viralen Genoms (delayed-early) und, parallel zur Replikation in 
der dritten Phase (late), die Struktur- und Glykoproteine zur Ausbildung des Capsids und der 
Ausschleusung aus der Wirtszelle. Die Latenzphase tritt ein, wenn die Immunantwort des 
Wirtes nach der Primärinfektion eine produktive Replikation unterbindet. Latenz bedeutet an 
dieser  Stelle  die  Abwesenheit  der  Bildung  von  Viruspartikeln,  obwohl  das  virale  Genom 
anwesend ist. Das Virus persistiert dann vor allem in undifferenzierten Zellen myeloischen 
Ursprungs
575,576.  Der  genaue  Mechanismus  der  Reaktivierung  ist  nicht  bekannt,  jedoch 
scheinen  Immunsuppressionen  (z.B.  nach  Transplantationen)  als  auch  die  beginnende 
Differenzierung monozytärer Zellen als Auslöser zu wirken
577-579. Vor allem das Zytokin TNFα 
(tumor  necrosis  factor  α)  und  die  Anwesenheit  entzündlicher  Reaktionen  scheinen  die 
Reaktivierung zu begünstigen. 
2.3.1.2. IE-Proteine des HCMV 
IE1 (UL123) und IE2 (UL122) werden über den MIE-Promotor codiert und gehören zu den 
ersten translatierten Proteinen nach dessen Aktivierung durch pp71 im lytischen Zyklus
580. 
IE1 ist ein kernständiges Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 72 kDa und wird 
stärker translatiert als IE2 
581-583. IE2 hingegen kann durch alternatives Spleißen in mehreren 
Formen auftreten, wobei die Isoform mit 82 kDa (IE82) überwiegt. IE1 und IE2 haben einen 
identischen N-Terminus mit 85 Aminosäuren, unterscheiden sich jedoch C-terminal durch ein 
unterschiedliches Exon (UL122/Exon 5 bei IE2 und UL123/Exon 4 bei IE1)
584,585. Verkürzte 
Formen  des  IE2  (IE55)  scheinen  autoaktivierende  Funktionen  zu  vermitteln  und  als 
Gegenspieler des IE82 zu fungieren
586. 
IE1 und IE2 sind Transaktivatoren sowohl viraler als auch humaner Promotoren. Im Falle 
ihres viralen Genoms regulieren sie die Expression der folgenden delayed-early und late-
Proteine
573, können interessanterweise aber auch die Promotoren anderer Viren aktivieren, 
darunter auch die des HIV-1
587. Gemäß ihren strukturellen Unterschieden sind beide jedoch 
nicht  funktionell  redundant,  sondern  zeigen  vielmehr  kontextabhängig  aktivierende  und 
reprimierende Eigenschaften und sind zusätzlich in der Lage, synergistisch zu wirken
572,588-
590. Im Falle des IE1 lassen sich die aktivierenden Domänen zuordnen, so findet man am N-
Terminus  eine  Leucin-  und  Prolin-reiche  Domäne,  welche  die  delayed-early-  und  late-
Promotoren  aktiviert  und  so  den  lytischen  Zyklus  orchestriert
591.  Im  C-terminalen  Teil 
befinden sich hingegen ein Leucin-Zipper- als auch eine Zinkfingerdomäne, welche sowohl 
den  eigenen  MIE-Promotor  als  auch  Wirtspromotoren  transaktivieren
592,593.  IE1  besitzt 
darüber hinaus eine intrinsische Aktivität als Kinase, die sowohl zur Autophosphorylierung 
als  auch  zur  Phosphorylierung  von  Wirtsproteinen  wie  den  E2Fs  in  der  Lage  ist.  Die 
benötigte  ATP-Bindestelle  befindet  sich  ebenfalls  am  C-Terminus  des  Proteins
594.  Die 2. Einleitung 
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transaktivierende  Funktion  des  IE1  erfolgt  nicht  durch  eine  direkte  Bindung  an  die  DNA, 
sondern durch die Interaktion und Induktion von Transkriptionsfaktoren wie u.a. TFIID, NFκB 
und SP1
590,595,596. 
IE2  besitzt  wie  beschrieben  einen  distinkten  C-Terminus,  der  im  Gegensatz  zu  IE1  eine 
repressive  Wirkung  ausübt.  Ziel  dieser  Repression  ist  vorrangig  der  MIE-Promotor  des 
HCMV
572,589,597, allerdings wurde auch eine regulative Funktion gegenüber Wirtspromotoren 
beschrieben
598-600. Auch IE2 kann mit Transkriptionsfaktoren, darunter SP1, TBP und TFIIB 
interagieren
590,601,602,  zeigt  darüber  hinaus  aber  auch  Interaktionen  mit  Histon-
modifizierenden Cofaktoren wie p300 und CREB
603 und kann im Gegensatz zu IE1 direkt mit 
der DNA interagieren
604,605. 
Die  Bindung  an  Histon-modifizierende  Cofaktoren  legt  nahe,  dass  die  transaktivierende 
Funktion  des  IE1  und  des  IE2  vor  allem  bei  der  Reaktivierung  auch  über  eine 
Umstrukturierung des viralen Chromatins vermittelt wird
606. Vor allem die Histonacetylierung 
spielt hier eine wichtige Rolle. IE1 reguliert auf diese Weise am Histon H4 die Expression der 
delayed-early Gene des HCMV und kann die Acetylierung durch eine direkte Interaktion mit 
HDAC3  regulieren.  IE2  zeigt  ein  breiteres  Spektrum  an  Interaktionen,  darunter  mit 
HDAC1/2/3  sowie  Histonmethyltransferasen  und  vermittelt  so  unter  anderem  seinen 
autorepressiven Effekt auf den MIE-Promotor
607-609. Grundsätzlich sind HDACs und die IEs 
des HCMV Antagonisten, so können auf der einen Seite HDAC-Inhibitoren entsprechende 
Mangelmutanten  des  HCMV  kompensieren  und  auf  der  anderen  Seite  eine  ektopische 
Überexpression von HDAC3 reprimierend auf dem MIE-Promotor wirken
606,607. Die exakten 
Wechselwirkungen  zwischen  den  IEs,  Transkriptionsfaktoren  und  den  Histon-
modifizierenden Faktoren ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Es ist jedoch offensichtlich, 
dass  sich  die  immediate-early  Proteine  des  HCMV  umfassend  der  zellulären 
Transkriptionsmaschinerie  des  Wirtes  bedienen,  um  vorrangig  den  lytischen  Zyklus  zu 
initiieren und zu steuern. Inwiefern sie dabei auch auf die zellulären SECs oder Faktoren 
davon  zugreifen,  bleibt  zu  erforschen  und  könnte  sich  als  ein  lohnenswertes  Ziel  für  die 
Entwicklung von antiviralen Agenzien herausstellen. 
2.3.2. Ebstein-Barr-Virus 
2.3.2.1. Allgemeines 
Das Ebstein-Barr-Virus (EBV) zählt wie der HCMV zu den humanen Herpesviren und wird 
als  viertes  Mitglied  dieser  Familie  gezählt  (HHV-4).  EBV  ist  ein  Capsid-tragendes,  B-
lymphotrophes  γ-Herpesvirus  mit  einem  dsDNA-Genom  von  172  Kilobasenpaaren
610,611. 
Neben einer Reihe von geringfügig modifizierten Subtypen wird grundsätzlich zwischen zwei 2. Einleitung 
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Stämmen des EBV unterschieden, welche als Typ 1 und Typ 2 (früher A und B) bezeichnet 
werden. Sie unterscheiden sich durch Polymorphismen in den latenten Genen des Virus und 
in ihrer Verteilung in der Wirtspopulation
612-614. 
Das EBV befällt fast ausschließlich den Menschen, ein Großteil der Weltbevölkerung (~90%) 
gilt  als  infiziert.  Die  Infektion  erfolgt  in  Abhängigkeit  vom  Entwicklungszustand  des 
Heimatlandes  meist  bereits  im  Kindesalter  und  befallene  Individuen  verbleiben  nach  der 
primären  Infektion  lebenslang  als  Träger  des  Virus.  In  gesunden  Individuen  bleibt  die 
Infektion asymptomatisch
615. Trotzdem ist EBV über die infektiöse Mononukleose (Pfeiffer-
Drüsenfieber) hinaus
616 mit einer Vielzahl an relativ seltenen Krebserkankungen (u.a. Burkitt-
Lymphom,  Hodgkin-Lymphom,  diverse  Epithelkarzinome)
617,618,  einem  erhöhten  Risiko  für 
Autoimmunerkrankungen  (z.B.  Rheumatoide  Arthritis,  Lupus  erythematodes)
619  sowie  der 
multiplen  Sklerose  assoziiert
620.  Die  Infektion  erfolgt  nach  jetziger  Meinung  über  den 
Speichel und damit oral im Bereich der Mandeln, am Oropharynx
615. Dementsprechend sie 
die  primären  Ziele  des  EBV  B-Lymphozyten  sowie  ferner  Epithelzellen
621,  wobei 
zellspezifische  Mechanismen  in  der  Erkennung  der Wirtszelle  und  viralen  Replikation  zur 
Anwendung  kommen
622.  Die  Erkennung  der  jeweiligen  Wirtszelle  erfolgt  über  die 
Wechselwirkung  zwischen  viralen  Proteinen  wie  gp350  und  BMRF-2  und  Membran-
ständigen  Proteinen  der Wirtszelle  wie  CD21  bei  B-Lymphozyten  oder  die  β-Integrine  im 
Falle der Epithelzellen
623-625. Nach der Verschmelzung mit der Zellmembran wird das virale 
Genom in den Zellkern eingeschleust und dort als episomales Element repliziert. 
Der Lebenszyklus des EBV ist analog zu anderen Herpesviren grundsätzlich zweiphasig und 
besteht aus einer latenten und einer lytischen Phase. Die Infektion eines B-Lymphozyten im 
Oropharynx führt zu dessen Proliferation und der Präsentation latenter Antigene des EBV. 
Der  folgenden  Immunantwort,  schlimmstenfalls  dem  Pfeiffer-Drüsenfieber,  können  einige 
infizierte  Zellen  entgehen,  was  zu  einer  Ausdifferenzierung  zur  Gedächtnis-Zelle  führt,  in 
denen das EBV lebenslang in latenter Form persistieren kann
626,627. Eine Reaktivierung und 
Einleitung  des  lytischen  Zyklus  erfolgt  erst  durch  die  terminale  Differenzierung  der 
Gedächtnis-Zelle zur Plasmazelle nach Antigenpräsentation
628. In der mehrstufigen latenten 
Phase  erfolgt  die  Erhaltung  und  Weitergabe  des  viralen  Genoms  durch  eine 
Minimalausstattung viraler Faktoren (oriP, EBNA-1)
629,630. Darüber hinaus sorgt eine Gruppe 
latenter  Gene  (EBNA-1/2/3,  LMP-1/2  sowie  mehrere  ncRNAs)  für  die  Proliferation  und 
Transformation der Zelle zu einer lymphoblastoiden Zelllinie (LCL). Eine zunehmende und 
sukzessive CpG-Methylierung des viralen Genoms und dessen Promotoren führt zu einem 
mehrfachen Promotorwechsel und schränkt das virale Expressionsmuster fortschreitend ein, 
bis schlussendlich nur EBNA-1 zur Replikation des Genoms verbleibt
631-633. Dieser Zustand 
liegt  in  den  infizierten  LCL  eines  gesunden  Individuums  vor.  Eine  solche,  durch  DNA-2. Einleitung 
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Methylierung vermittelte, Repression der viralen Genexpression ist gewollt, insofern als dies 
der  Vermeidung  einer  Immunreaktion  auf  die  infizierte  Zelle  dient
634.  Die  Einleitung  der 
lytischen  Phase  im  Lebenszyklus  des  EBV  wird  durch  die  Expression  der  viralen 
Transaktivatoren  Zta  und  ferner  Rta  induziert,  welche  durch  die  immediate  early  Gene 
BZLF1 und BRLF1 codiert sind
635. Beide Transaktivatoren sind synergistisch notwendig um 
die lytische Phase einzuleiten, da sie distinkte virale Gene aktivieren
636. Ähnlich zum HCMV 
kommt  es  zu  einer  sequentiellen  Genexpression  der  early  (E)  Gene,  welche  für  die 
Replikation viraler DNA zuständig sind, und der late (L) Gene, welche für die Strukturproteine 
des Virus codieren
637. 
2.3.2.2. Zta und Rta 
Zta (auch EB1, Z, ZEBRA, BamHI Z Epstein-Barr replication activator) und Rta (EB2, R), 
wurden als obligat synergistische Transaktivatoren identifiziert, welche die early Gene des 
EBV aktivieren können
638,639. Welches der beiden Proteine die Induktion der lytischen Phase 
und die Expression des Anderen tatsächlich initiiert ist jedoch zelltypspezifisch, grundsätzlich 
zeigt ihre Synergie aber den stärksten induktiven Effekt
640,641. Beide Transaktivatoren werden 
generell nicht in der latenten Phase des Lebenszyklus exprimiert, entstehen aber schnell und 
nachhaltig nach Induktion der lytischen Phase
642,643. Es konnte jedoch mittlerweile gezeigt 
werden, dass Zta unmittelbar nach der Infektion für kurze Zeit in B-Lymphozyten exprimiert 
wird. Es sorgt dort für die initiale Proliferation der naiven Zellen, kann aber aufgrund der 
fehlenden  Methylierung  der  Promotoren  der  early  Gene  seine  transaktivierende  Funktion 
nicht  ausüben
644.  Es  ist  möglich,  dass  der  Expression  der  IE-Proteine  des  EBV  eine 
Aktivierung  zellulärer  IE-Proteine  (EGR-1/2/3)  als  auch  eine  funktionelle  Rolle  kürzlich 
identifizierter,  viraler  RNAs  vorausgeht,  welche  eine  Expression  von  Zta  und  Rta 
bedingt
645,646. Weiterhin gilt für Zta, dass der Plasmazellen-spezifische Transkriptionsfaktor 
XBP-1s  (X-box  binding  protein)  an  dessen  Promotor  (PZ)  bindet  und  ihn  transaktiviert, 
wodurch  die  Induktion  der  lytischen  Phase  nach  terminaler  Differenzierung  des  B-
Lymphozyten nachvollziehbar ist
647. Grundsätzlich entsteht Zta über eine monocistronische 
RNA, während sowohl Zta als auch Rta aus einer bicistronischen RNA translatiert werden. 
Die Regulation dieser Translation ist dabei direkt von beiden Transaktivatoren abhängig
648. 
Zta und Rta gelten als die einzigen immediate early Faktoren des EBV
649 und sind primäre 
Ziele  der  zytotoxischen  Immunantwort  durch  T-Lymphozyten  gegenüber  den  infizierten 
Zellen
650,651.  
Zta  wirkt  über  seinen  N-Terminus  aktivierend  auf  die  Promotoren  der  early  Gene  (u.a. 
BMLF1,  BMRF1),  gleichzeitig  aber  auch  reprimierend  auf  Promotoren  der  latenten 
Phase
652,653. Darüber hinaus ist eine basische Region entscheidend für mehrere Funktionen 2. Einleitung 
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des  Zta,  darunter  die  Aktivierung  von  Rta  und  Regulation  der  viralen  DNA-Replikation. 
Punktmutationsanalysen ergaben Aminosäure-spezifische Funktionen dieser Domäne
654. Die 
aktivierende Funktion des Zta ist dabei z.T. indirekt und benötigt Rta, welches an spezifische 
Enhancerelemente  in  den  Promotoren  bindet  oder  alternativ  über  SP1/MCAF1  (MBD1-
containing  chromatin-associated  factor)  im  Falle  SP1-vermittelter  Transkription
655-657.  Die 
transaktivierende, saure Domäne des Rta wurde an dessen C-Terminus identifiziert, sie trägt 
drei konservierte, hydrophobe Bereiche
658. Zta und Rta wirken zusätzlich autoregulativ auf 
ihre eigenen Promotoren (PR, PZ), wobei Zta PR durch direkte Bindung aktiviert und PZ 
ausschließlich  in  cis  reguliert  und  Rta  über  SP1/3  auf  PR  wirkt
659,660.  Die  Rta-vermittelte 
Induktion  des  Zta  geschieht  über  den  Transkriptionsfaktor  ATF2  (activating  transcription 
factor), der über MAP-Kinasen aktiviert wird
661. Grundsätzlich wirkt ein Zta-Homodimer durch 
Bindung an AP-1/ZRE Bindungsstellen in cis als Transkriptionsfaktor und Rta über Bindung 
an dessen Enhancerelemente
662-664. Abseits der Regulation der Gene der lytischen Phase 
beeinflussen sich Zta und Rta auch gegenseitig. So führt eine spezifische Phosphorylierung 
des Zta zur Repression Rta-vermittelter Transkription von late Genen
665. 
Interessanterweise erfolgt die Bindung von Zta vorrangig an methylierte Promotoren und die 
folgende  Transaktivierung  ist  obligat  von  5-Methylcytosinen  in  den  dortigen  CpG-Motiven 
abhängig
666,667. Da das virale Genom in der latenten Phase grundsätzlich stark methyliert 
wird, muss Zta zwangsläufig in der Lage sein, methylierte DNA in verschiedenen Promotoren 
zu  binden
644,668,669.  Dies  erfolgt  durch  die  Aminosäuren  Cys189  und  das  Ser186,  welche 
spezifische  Methylcytosine  in  CpG-Motiven  an  den  gegenläufigen  DNA-Strängen 
kontaktieren und so die Bindung vermitteln
670. Rta ist zwar grundsätzlich ebenfalls in der 
Lage  methylierte  DNA  zu  binden,  kann  aber  seine  transaktivierende  Funktion  nur  an 
unmethylierten  Promotoren  mit  aktivierenden,  acetylierten  Histon-Signaturen  ausüben
671. 
Zusätzlich  zu  der  repressiven  Methylierung  der  DNA  sind  auch  die  assoziierten  Histone 
entsprechend  epigenetisch  reprimiert  (H3K9me3-,  H3K27me3-,  H4K20me-Signaturen), 
werden  aber  nach  Induktion  der  lytischen  Phase  analog  zur  zellulären  Epigenetik 
aktiviert
672,673.  
Zta  ist  über  seine  Rolle  in  der  Transaktivierung  der  early  Gene  hinaus  auch  das  virale 
Protein, welches in Kooperation mit BMRF1 die DNA-Replikation des linearisierten viralen 
Genoms in der lytischen Phase reguliert
674,675. Die funktionelle Umstellung des Zta von der 
Transaktivierung  der  early  und  late  Gene  zur  viralen  DNA-Replikation  erfolgt  durch 
Phosphorylierung  einer  Casein  Kinase  2  Erkennungsstelle  im  Zta
676.  Interessanterweise 
bildet  die  Erkennungssequenz  am  lytischen  Replikationsursprung  des  viralen  Genoms 
(OriLyt) wie z.B. das TAR-Element des HIV-1 eine Haarnadelstruktur aus, die spezifisch von 
Zta erkannt und gebunden wird
677.  2. Einleitung 
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Die Bindung des Zta an AP-1 Sequenzen erfolgt über seine Domänenstruktur, in der die 
basische Region (s.o.) neben einer α-helicalen Dimerisierungsdomäne liegt. Diese Struktur 
ist  analog  zu  den  Leucin-Zippern  der  AP-1  bindenden  Proteine (c-Jun/c-Fos/GCN4).  Das 
virale Zta gehört damit grundlegend zu der Klasse der bZIP Transkriptionsfaktoren, wobei die 
bZIP-Domäne  des  Zta  signifikante  Unterschiede  bezüglich  ihrer  Dimerisierungskapazität 
aufweist
678-680. Zusätzlich kann Zta direkt an TFIID und TFIIA binden, einen quartären Zta-
TFIID-TFIIA-Promotor  Komplex  ausbilden  und  die  TFIID-TATA-Box  Bindung 
stabilisieren
552,681,682. Weiterhin wurden physische Interaktionen mit p53, p65 des NFκB und 
den  Retinolsäurerezeptoren  RARα  und  RXRα  beschrieben,  welche  zur  gegenseitigen 
Repression der Transaktivierung führen
683-685, wobei im Hinblick auf postulierte aktivierende 
Effekte  gegenüber  dem  Zta  die  Rolle  des  p53  nicht  vollständig  geklärt  ist
686,687.  Die 
Interaktionen  mit  p53  und  auch  p65  werden  über  eine  Ankyrin-ähnliche  Region  am  C-
Terminus des Zta vermittelt
688. Es konnte auch gezeigt werden, dass die Überexpression von 
c-myc in LCLs die Expression des Zta durch direkte Interaktion mit der transaktivierenden 
Domäne vollständig blockierte und umgekehrt Zta die Expression von c-myc unterdrücken 
kann
689-691. Auch Rta interagiert mit zellulären Proteinen, so wurde die direkte Interaktion mit 
Oct-1 (Octamer-binding transcription factor), TBP, TFIIB sowie TAF4 und die resultierende 
Verstärkung der Transaktivierung beschrieben
692,693. 
Auf der Gegenseite führt die physische, HAT-Domänen unabhängige Interaktion mit p300, 
CBP  sowie  mit  CREB  selbst  zu  einer  bivalenten,  kompetitiven  Regulation  der 
Transaktivierung durch Zta und zur Induktion der HAT-Aktivität
694-696. Auch Rta interagiert 
zwecks  Autoregulation  direkt  mit  CBP,  wodurch  die  aktivierende  Funktion  der 
Histonacetylierung in der lytischen Phase des EBV verdeutlicht wird
697,698, auch wenn eine 
Hyperacetylierung alleine nicht ausreichend für die Reaktivierung des EBV ist
699. Im Kontext 
dazu liegt das in Chromatin verpackte, episomale Genom des EBV in der latenten Phase mit 
HDACs  assoziiert  vor,  welche  durch  phosphoryliertes  MEF2  (myocyte  enhancer  binding 
factor) rekrutiert werden
700. Im Falle der Reaktivierung des EBV wird MEF2 dephosphoryliert 
und rekrutiert HATs zum PZ
701. Gleichsam führt auch die Behandlung mit HDAC-Inhibitoren 
wie Natriumbutyrat zu einer Aktivierung der lytischen Phase
676. Es kommt dabei zu einer 
Aktivierung der PKCδ und damit zur Phosphorylierung des SP1. Dies führt zur Dissoziation 
der HDACs von SP1 und damit von den viralen Promotoren
702. 
Die ektopische Expression von Zta führte zu einem G0/G1-Wachstumsarrest und Induktion 
von  p53,  der  CDK-Inhibitoren  p21  und  p27  sowie  der  Akkumulation  von  aktivem, 
hypophosphoryliertem  pRb  (retinoblastoma-associated  protein)  und  zeigt  im  Kontrast  zu 
anderen  viralen  Onkogenen  damit  antiproliferative  Eigenschaften.  Dieser  Arrest  des 
Zellzyklus als auch die Transaktivierung des Zta-Promotors wird über die direkte Interaktion 2. Einleitung 
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des Zta und seines Promotors mit C/EBPα (CCAAT/enhancer binding protein) vermittelt
703-
705.  Rta  wurde  ebenfalls  als  pRb-bindender  Faktor  beschrieben  und  sorgte  für  eine 
Dissoziation des E2F1 von pRb, was die Repression des E2F1 gegenüber Zta aufheben 
könnte
691,706. Andere Studien zeigen konträr eine Repression von pRb und p53 sowie eine 
Induktion  des  E2F1  nach  dem  Wachstumsarrest  und  deuten  auf  eine  Zelltyp-spezifische 
Regulation hin
707.  
Zta wird an seinen Serinen phosphoryliert und der Status der Phosphorylierung wird durch 
die PKC/Proteinkinase A reguliert
708. Vor allem das Serin 186, welches TPA-abhängig (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate) durch PKC phosphoryliert wird, scheint für die Rolle des 
Zta  in  der  Aufhebung  der  latenten  Phase  wichtig  zu  sein
666,709,710.  Die  Rolle  der  PKC  ist 
ebenfalls nicht uniform, so wurden auch PKC-unabhängige Reaktivierungsmechanismen des 
EBV  sowie  eine  Abhängigkeit  des  Einflusses  der  PKC  von  der  Promotorstruktur  des  Zta 
sowie des Zelltyps identifiziert
711,712.  
Zu  den  zahlreichen  zellulären  Zielgenen  des  Zta  gehören  u.a.  TGFβ,  TGFβ  igh3,  und 
hIL10
713,714. In diesem Kontext ist anzumerken, dass TGFβ 1 indirekt die Expression von Zta 
induziert,  indem  Smad3/Smad4/c-Jun/c-Fos  Komplexe  kooperativ  an  Smad4 
Bindungsstellen  im  Promotor  des  Zta  binden
715,716.  Darüber  hinaus  inhibiert  Zta  auf 
mehrfachem  Wege  die  Signaltransduktion  des  IFN-γ  und  kann  so  einer  antiviralen 
Immunantwort vorbeugen
717. Ebenso reprimiert es die Expression des  TNFα/TNF-R1 und 
umgeht  so  den  Zelltod  und  inhibiert  darüber  hinaus  IRF-7  (interferon  regulatory  factor), 
wodurch  die  Interferon-vermittelte  Detektion  infizierter  Zellen  verhindert  wird
718,719.  Ein 
weiterer Mechanismus zur Vermeidung einer Immunantwort ist die Unterdrückung der MHC-
vermittelten Antigenpräsentation. Zta blockiert die Transkription durch CIITA (class II, major 
histocompatibility  complex,  transactivator)  und  unterbindet  so  die  Expression  der  MHC-
Gene
720. Gleichsam inhibiert Rta mehrere Interferon-regulierende Faktoren und unterdrückt 
direkt die Expression des Interferon-β
721.   3. Ergebnisse 





Der Ausgangpunkt der hier präsentierten Ergebnisse waren die Arbeiten zu Komposition und 
Funktion des AF4- und AF4/MLL-Multiproteinkomplex (MPC). Diese Arbeiten gaben erste, 
direkte  Hinweise  auf  die  regulierenden  (AF4)  und  ektopen  (AF4-MLL)  Funktionen  auf 
Transkription und auf epigenetische Modifikationen
486. An dieser Stelle soll deshalb kurz auf 
einen Teil der Ergebnisse eingegangen werden. 
Durch  in  vitro  Phosphorylierungsexperimente  konnte  gezeigt  werden,  dass  die 
affinitätsaufgereinigten  AF4-  und  AF4-MLL  MPCs  in  der  Lage  sind,  ein  rekombinant 
hergestelltes, zweifaches RNAPII CTD-Heptapeptid zu phosphorylieren. Der AF4-MLL MPC 
zeigte dabei eine deutlich stärkere Phosphorylierung wenn es direkt mit der Kinaseaktivität 
des AF4 MPCs verglichen wurde. Beide Komplexe konnten diese spezifische Aktivität auch 
in Anwesenheit des CDK Inhibitors DRB (5,6-dichloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazole) 
ausüben.  Der  AF4-MLL  MPC  enthält  deutlich  mehr  CDK9  verglichen  zu  dem  AF4  MPC. 
Zudem weisen beide MPCs in dieser Relation an bestimmten Lysinresten acetyliertes CDK9 
auf (Abbildung 3.1 A). Weitere Untersuchungen bestätigten, dass der AF4-MLL MPC relativ 
zur Proteinmenge mehr CDK9 inkorporiert, eine Normierung auf CDK9 zeigte dies deutlich 
(Abbildung 3.1 B, oben). Während beide MPCs nicht sensitiv gegenüber der Inhibition durch 
DRB  sind  (Abbildung  3.1  B,  mittig),  zeigt  der  Einsatz  des  CDK9-spezifischen  Inhibitors 
Flavopiridol  eine  Inhibition  der  Phosphorylierungsaktivität  des  AF4  MPCs,  nicht  aber  des 
AF4-MLL  MPCs.  Gleichzeitig  führt  die  Behandlung  mit  Flavopiridol  zu  einer  verstärkten 
Acetylierung  des  CDK9  im  AF4  MPC  (Abbildung  3.1  B,  unten).  Einhergehend  mit  der 
vermuteten Aktivierung von P-TEFb durch ektopische Expression von AF4 oder AF4-MLL 
führte dies zu einer ungefähr zweifachen Erhöhung des HEXIM1 Proteins in 293T Zellen 
(Abbildung  3.1  C).  Abschließend  wurden  Luciferase-abhängige  Reportergenversuche  in 
293T Zellen durchgeführt, die unter Verwendung eines HIV-1 TAR Haarnadelelements vor 
dem  Luciferasegen  nur  Lumineszenz  im  Falle  einer  produktiven  Elongation  der  RNAP  II 
aufzeigen (Abbildung 3.1 D, oben). Diese Versuche wurden ohne Expression des HIV-1 Tat 
Proteins oder Induktion durch TPA durchgeführt, um die direkten Effekte des AF4 MPC bzw. 
AF4-MLL  MPC  aufzuzeigen.  Gleichzeitig  wurden  die  Zellen  mit  dem  Proteasom-Inhibitor 
MG132 behandelt um die schnelle, SIAH-vermittelte Degradation der Proteine zu blockieren. 
Es zeigte sich in Abhängigkeit von MG132 eine ungefähr 2-3fache Induktion des Reporters 
durch  AF4,  die  für  AF4-MLL  jedoch  nicht  galt  (Abbildung  3.1  D,  links).  Unter 
Berücksichtigung  der  geringen  Expression  des  AF4-MLL  Fusionsproteins  wurden  die 
Lumineszenzeinheiten in der Folge mit einem quantitativen Western-Blot Experiment  3. Ergebnisse 
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korreliert. In dieser Korrelation zeigten sich ein 2,5-fach stärkere Induktion des Reporters 
durch AF4-MLL in Anwesenheit von MG132 (Abbildung 3.1 D, rechts). 
 
Abbildung 3.1. Vorarbeiten. In vitro Phosphorylierungsexperimente mit affinitätsaufgereinigtem AF4 und AF4-
MLL Komplexen und einem GST-[YSPTSPS]2 Substratprotein. (A) Die GST-Kontrolle und das GST-[YSPTSPS]2 
Fusionsprotein wurden mit affinitätsaufgereinigten Proteinen (Kontrolle/AF4/AF4-MLL) aus 293T Zellen inkubiert 3. Ergebnisse 
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DRB  ist  ein  beschriebener  CDK-Inhibitor,  der  die  Phosphorylierung  der  CTD  der  RNAP  II  blockiert.  Oben: 
Detektion des geblotteten GST-[Y(Phos)SPTSPS]2 Substratproteins durch einen spezifischen Antikörper. Mitte: 
Menge an CDK9, die in den AF4 und AF4-MLL-MPCs vorhanden ist. Unten: Menge an acetylierten Lysinen in 
den  CDK9  der  AF4  und  AF4-MLL-MPCs.  (B)  Analoge  Experimente,  durchgeführt  mit  auf  den  CDK9  Gehalt 
normalisierten  MPCs  (siehe  oberes  Bild).  Das  GST-[YSPTSPS]2  Fusionsprotein  wurde  mit  den 
affinitätsaufgereinigten AF4 und AF4-MLL MPCs inkubiert. Die Inhibition des CDK9 wurde durch die Verwendung 
von DRB und Flavopiridol getestet. Die Menge an CDK9 wurde mit der Kinaseaktivität des P-TEFb sowie dem 
Grad der Acetylierung des CDK9 verglichen. (C) Western-Blot Experimente zur Beobachtung des Niveaus an 
HEXIM1 in transient transfizierten Zellen. Zellen, die transient mit AF4 oder AF4-MLL transfiziert wurden, zeigen 
ein erhöhtes Niveau an HEXIM1, was auf eine höhere Kinaseaktivität des P-TEFb hinweist. Die Menge an AF4-
MLL Protein was relativ zu AF4 durchgehend niedriger, was darauf hinweist, dass wenige AF4-MLL Moleküle 
eine funktionelle Äquivalenz zu einem hohen Niveau an AF4 haben. (D) HIV-1-TAR-LUC Reportergenversuche. 
Die HIV-1 Promotor-TAR-Region, welche vor ein Luciferasegen kloniert ist, wurde verwendet, um das Potential 
von AF4 und AF4-MLL zur Überwindung des TAR-induzierten Arrest der RNAP II strangaufwärts des Gens zu 
untersuchen. Diese Versuche wurden ohne das Tat Protein oder Stimulation durch TPA durchgeführt, um die 
direkten  Effekte  des  AF4  und  AF4-MLL  zu  zeigen.  Die  gemessen  Aktivität  der  Luciferase  und  die  x-fache 
Induktion  nach  quantitativem  Western-Blotting  sind  gezeigt.  Diese  Abbildung  entspricht  Abbildung  5  aus  der 
zitierten Publikation 
486.   
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Anwesenheit von AF4 bzw. AF4-MLL zu einer P-
TEFb  vermittelten  Aktivierung  der  Transkription  führen.  Der  genaue  Mechanismus  dieser 
Aktivierung war jedoch unbekannt, zumal in Hinsicht der Phosphorylierung der CTD als auch 
der  Lysin-Acetylierung  des  CDK9  die  modifizierten  Seitenketten  aufgrund  technischer 
Beschränkungen  der  verfügbaren  Antikörper  nicht  exakt  bestimmt  werden  konnten. 
Weiterhin  war  unbekannt,  ob  die  aktivierenden  Effekte  direkt  oder  mittelbar  auf  P-TEFb 
einwirken. 
3.2. Produktion stabiler Zelllinien 
3.2.1. Induzierbare AF4ST Expressionslinie aus 293T (TCZP-AF4ST) 
Um eine reproduzierbare Affinitätsaufreinigung des AF4 MPCs in weiteren Experimenten zu 
gewährleisten, wurde unter Verwendung des Sleeping Beauty Vektor Systems eine stabil 
transfizierte  Zelllinie  hergestellt  (293T  Zellen).  Die  hier  etablierte  Zelllinie  trägt  eine  über 
Doxycyclin induzierbare Expressionskassette der C-terminal Strep-markierten, vollständigen 
AF4 CDS (AF4ST). Die Wahl fiel auf 293T Zellen, weil dadurch eine direkte Vergleichbarkeit 
mit den bereits durchgeführten Vorarbeiten gewährleistet wurde. 
Der Vorteil der hier etablierten Zelllinie sei kurz erklärt: 
·  Eine stabile Zelllinie umgeht eine wiederholte transiente Transfektion und ist daher 
nicht von der Transfektionseffizienz und der Zellpassage abhängig. Die Aufreinigung 
erfolgt stets aus einer homogenen Zellpopulation. 3. Ergebnisse 
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·  Ein induzierbares System führt zu einer deutlich stärkeren Expression des AF4ST 
und verringert damit die benötigte Mengen an Zellen. Dadurch kann das System bei 
gleichem Ertrag in einen kleineren Maßstab skaliert werden. 
·  Die stärkere Expression macht die Verwendung des MG132 unnötig. Damit kommt es 
nicht  zu  unspezifischen  Akkumulationseffekten  anderer  proteasomal-regulierter 
Proteine. 
Durch quantitative PCR konnte auf Ebene der mRNA gezeigt werden, dass die Expression 
des  AF4ST  durch  die  konstitutiven  Expressionskonstrukte  vergleichsweise  gering  (<100-
fach) ausfällt, während das Doxycyclin-induzierte Konstrukt eine ca. 400-fache Anhebung 
des mRNA Niveaus verursachte. Gleichzeitig ist das induzierbare Konstrukt nicht vollständig 
abgeschaltet,  denn  es  wird  im  nicht-induzierten  Zustand  ein  mit  den  konstitutiven 
Konstrukten  vergleichbares  Expressionsniveau  erreicht  (Abbildung  3.2.1.  A).  Um  die 
Expression auch auf Proteinebene zu  verifizieren wurden Gesamtzelllysate selektionierter 
und zweimalig passagierter Zellen im Western-Blot auf die Anwesenheit des AF4 untersucht. 
Dabei wurde auf die Zugabe von MG132 gänzlich verzichtet. Man kann deutlich erkennen, 
dass nur im Falle einer Doxycyclin-Zugabe am induzierbaren Konstrukt eine detektierbare 
Proteinmenge  entsteht  und  dieses  Konstrukt  ohne  Induktion  -  wie  auch  die  konstitutiven 
Konstrukte  -  kein  detektierbares  AF4  produziert  (vgl.  Spuren  TCZP+DOX/TCZP-DOX). 
Gleichzeitig  wurden  die  Lysate  auf  die  Anwesenheit  der  Transposase  getestet.  Diese 
Experimente  zeigten,  dass  keine  Transposase  mehr  vorhanden  war  (Abbildung  3.2.1.  B, 
oben). Damit besteht nicht mehr die Gefahr einer Deletion der Expressionskassette durch 
ungewollte  enzymatische  Aktivität,  denn  die  Transposase  wird  normalerweise  nach  der 
ersten transienten Transfektion mit jeder weiteren Zellteilung aussegregiert.  
Um  den  optimalen  Zeitpunkt  der  Zellernte  und  Affinitätsaufreinigung  des  AF4ST  zu 
bestimmen,  wurde  das  Proteinniveau  des  AF4  in  einer  Induktionskinetik  an  mehreren 
Zeitpunkten bestimmt (Abbildung 3.2.1. B, unten). Eine maximale Proteinmenge konnte nach 
48  Stunden  detektiert  werden,  wodurch  die  bisherige  Methodik  der  Affinitätsaufreinigung 
beibehalten werden konnte. Die gebildete Proteinmenge war weiterhin nicht von der Menge 
des  eingesetzten  Doxycyclin  abhängig  (vgl.  Spuren  48.1/48.3,  entspricht  1  oder  3  µg/ml 
Doxycyclin). Die Stabilität der Integration wurde regelmäßig am Fluoreszenzmikroskop durch 
den GFP-Reporter geprüft (Abbildung 3.2.1. C). Dargestellt sind ausgewählte Passagen, in 
denen auch eine Aufreinigung des AF4ST erfolgreich durchgeführt wurde (max. Passage 
37).  Insgesamt  wurden  die  Zellen  über  50  Passagen  in  Kultur  gehalten  und  zeigten 
durchgehend  eine  homogene  Fluoreszenz  (nicht  gezeigt).  Abschließend  wurde  über  ein 
CCK-8  Experiment  eine  Wachstumskurve  der  induzierten  Zellen  im  Vergleich  zu  nicht 
transfizierten 293T Zellen erstellt, um eventuelle wachstumstransformierende Eigenschaften 3. Ergebnisse 
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einer  AF4ST  Überexpression  zu  untersuchen 
485.  Die  Proliferation  der  induzierten  TCZP-
AF4ST Linie zeigt in den ersten vier Tagen keine signifikanten Unterschiede zu den 293T. 
Erst nach verlängerter Inkubation von sieben bis zehn Tagen zeigen die induzierten Zellen 
ein  ~1,5-fach  stärkeres  Wachstum  und  eine  anhaltende  metabolische  Aktivität  trotz 
Erreichen  der  Konfluenz  (Abbildung  3.2.1.  D).  Dies  sind  erste  Anzeichen  einer  malignen 
Transformation.  
 
Abbildung 3.2.1. Charakterisierung der TCZP-AF4ST Zelllinie. (A) Großes Bild: Ergebnisse der quantitativen 
PCR  auf  die  relativen  Mengen  an  AF4  mRNA  aus  präparierter  cDNA  beschriebener  Zelllinien  mit  und  ohne 
Induktion durch Doxycyclin verglichen mit unbehandelten 293T Zellen. Die Normalisierung erfolgte auf Actin [n=3, 
+S.E.M.]. Kleines Bild: Kontrolle singulärer und homogener Amplifikate aus der quantitativen PCR nach 40 Zyklen 
durch  1,5%-ige  Agarose-Gelelektrophorese  (B)  Oben:  Western-Blots  aus  Gesamtzelllysaten  der  gezeigten 
Zelllinien  nach  2  Passagen.  Die  Detektion  erfolgte  mit  den  angegebenen,  spezifischen  Antikörpern.  Unten: 
Western-Blots aus Gesamtzelllysaten der TCZP-AF4ST Linie 0-72 h nach der Induktion durch Doxycyclin. Die 
Spuren 48.1 und 48.3 unterscheiden sich durch die gegebene Menge an Doxycyclin (.1 = 1µg/ml, .3 = 3µg/ml). 
(C)  in-vitro  GFP-Fluoreszenzmikroskopie  der  Zelllinie  TCZP-AF4ST  in  den  angezeigten  Passagen  (100-fach 
vergrößert,  Belichtung  0,5  s).  (D)  CCK-8  Experimente  im  Triplikat  über  10  Tage,  vergleichend  zwischen 
unbehandelten 293T Zellen sowie TCZP-AF4ST Zellen nach Induktion mit Doxycyclin [n=3, +/- S.E.M.]. 3. Ergebnisse 
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3.2.2. Stabile AF4 knock-down Zelllinie aus HeLa Zellen (AF4kd V100) 
Um die Abhängigkeit Transkriptions-assoziierter Effekte von AF4 zu untersuchen, wurde ein 
knock-down Experiment durchgeführt. Die Generierung eines stabilen knock-downs des AF4 
Gens  erfolgte  über  das  lentivirale  "MISSION®  shRNA"-System  der  Firma  Sigma-Aldrich 
mittels  einer  validierten  shRNA  gegenüber  der  AF4  mRNA  (Clone  ID:  NM_005935.1-
3282s1c1).  Die  eingesetzten  HeLa  Zellen  wurden  mit  verschiedenen  Mengen  an 
Virusüberstand (Mission shRNA::AF4) behandelt (10, 50 und 100 µl, entsprechend V10, V50 
und V100), konstant mit Puromycin selektioniert und im Folgenden charakterisiert (AF4kd 
Zellen). 
Da endogenes AF4 Protein in humanen Zellen streng über proteasomalen Abbau reguliert 
wird 
485,  war  ein  Nachweis  mittels  konventionellem  Western-Blot  oder  ein 
immunhistochemischer Nachweis nicht möglich. Daher wurde der knock-down auf der Ebene 
des Proteins durch einen sensibleren, AF4-spezifischen ELISA überprüft. Proportional zur 
eingesetzten Menge an Virusüberstand konnte ein signifikanter Verlust an AF4 Protein in 
den AF4kd Zellen nachgewiesen werden, wobei in der V100 Linie nur noch ~40% des AF4 
Proteins  relativ  zu  nicht  infizierten  HeLa  Zellen  zu  detektieren  war.  Weiterhin  war  der 
Unterschied  zwischen  V50  und  V100  ebenfalls  signifikant  (Abbildung  3.2.2.  A).  Da  die 
shRNA  nur  die  Translation  der  mRNA  unterbindet,  wurden  mittels  quantitativer  PCR  die 
Niveaus  der  AF4  mRNA  in  allen  Linien  überprüft.  Auch  hier  zeigte  sich  ein  signifikanter 
Unterschied  zwischen  nicht  infizierten  HeLa  Zellen  und  den  Linien  V50  und  V100.  Im 
Kontrast zu den Proteinmengen war der knock-down in der V50 Linie auf Ebene der mRNA 
etwas effizienter im Vergleich zur V100 Linie, der Unterschied war jedoch nicht signifikant 
(Abbildung  3.2.2.  B).  Da  schlussendlich  das  Proteinniveau  des  AF4  entscheidend für  die 
Interaktion  mit  den  SECs  und  generell  für  die  Effekte  auf  die  Transkription  ist,  wurde 
aufgrund der hier gezeigten Daten im weiteren Verlauf dieser Arbeit die AF4kd V100 Linie 
verwendet.  Analog  zu  der  TCZP-AF4ST  Linie  wurden  vergleichende  CCK-8  Experimente 
zwischen HeLa Zellen und der AF4kd V100 Linie durchgeführt. Es zeigte sich ein deutlich 
verzögertes  Wachstum  der  knock-down  Linie.  Während  die  HeLa  Zellen  bereits  nach  6 
Tagen Konfluenz aufwiesen, wurde dies von den AF4kd V100 erst nach 8 Tagen erreicht 
(Abbildung  3.2.2.  C).  Abschließend  wurden  die  Zellen  analog  zu  Tag  6  der  CCK-8 
Experimente mikroskopisch dokumentiert, um das verringerte Wachstum und die veränderte 
Morphologie  der  AF4kd  V100  Zellen  darzustellen.  So  zeigten  diese  eine  "kauernde", 
abgerundete  Morphologie  mit  deutlichen  Freiräumen  im  Zellrasen  im  Gegensatz  zu  den 
langgestreckten, konfluenten HeLa Zellen (Abbildung 3.2.2. D). Der knock-down von AF4 
führte  damit  nachweislich  zu  einer  veränderten  Morphologie  und  zu  einer 3. Ergebnisse 
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Wachstumsretardierung.  Allerdings  zeigten  die  Zellen  keine  Anzeichen  von  Seneszenz 
(flache, ausgebreitete Morphologie), wie sie aus HEK293T Zellen bereits bekannt war. 
 
Abbildung  3.2.2.  Charakterisierung  der  AF4kd  V100  Zelllinie.  (A)  Resultate  des  AF4-spezifischen  ELISA. 
Dargestellt sind die relativen Mengen an AF4 Protein in Gesamtzelllysaten aus den knock-down Linien V10, V50 
und  V100  relativ  zu  den  Mengen  in  nicht  infizierten  HeLa  Zellen  (100%  =  1)  [n=4,  +S.E.M.,  *=p<0,05].  (B) 
Ergebnisse der quantitativen PCR auf die relativen Mengen an AF4 mRNA aus cDNA beschriebener Zelllinien 
verglichen mit nicht infizierten HeLa Zellen. Die Normalisierung erfolgte auf Actin [n=3, +S.E.M., *=p<0,05]. (C) 
CCK-8 Experimente im Triplikat über 10 Tage, vergleichend zwischen nicht infizierten HeLa Zellen und AF4kd 
V100 Zellen [n=3, +/-S.E.M.]. (D) in vitro Lichtmikroskopie von nicht infizierten HeLa Zellen und AF4kd V100 
Zellen analog zu Tag 6 der CCK-8 Experimente (100-fach vergrößert, Belichtung 10 ms). 
   3. Ergebnisse 
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3.3. Interaktion und Einfluss auf Transkriptionsfaktoren 
Während  die  Interaktion  des  AF4  mit  Komponenten  der  SECs  und  P-TEFb  bereits 
beschrieben war, gibt es derzeit keine fundierten Informationen über die Abhängigkeit dieser 
Transkriptions-assoziierter Faktoren von AF4 bzw. über die genauen Bindungsdomänen für 
solche Interaktionspartner. In einer Erweiterung der Charakterisierung der AF4kd V100 Linie 
wurden daher Gesamtzelllysate von nicht infizierten HeLa Zellen sowie knock-down Zellen 
im  Western-Blot  auf  die  Anwesenheit  und  Unterschiede  einer  Reihe  Transkriptions-
assoziierter Proteine untersucht. Dabei handelte es sich um CDK9 und CycT1 des P-TEFb 
sowie die aktivierende, post-translationale Modifikation CDK9 T186-P, weiterhin um NFκB1 
(p65/p50), CDK2, CDK7 des TFIIH, Menin und AF4 selbst (Abbildung 3.3. A). Es wurden in 
diesem  Versuch  Gesamtzelllysate  aus  einheitlicher  Zellzahl/Lysatvolumen  und  nicht 
einheitlicher  Proteinkonzentration  aufgetragen,  um  Verfälschungen  durch  transkriptionell 
repressive Effekte aufgrund des AF4 knock-downs zu vermeiden. Aus diesem Grund ist das 
Niveau  an  Actin  als  Ladekontrolle  nicht  gleich  und  muss  mit  dem  beschriebenen 
Korrekturfaktor 0,78 abgeglichen werden. Der AF4 knock-down führte demnach vorrangig zu 
einem  deutlichen  Verlust  der  CDK9  T186-P  Modifikation  (RQ=0,42)  und  damit  zur 
Inaktivierung  des  P-TEFb  Subkomplexes.  Das  Proteinniveau  von  CDK9  (RQ=0,78)  bleibt 
stabil,  CycT1  (RQ=0,63)  sowie  CDK2  (RQ=0,58)  sinken  leicht.  CDK7  (RQ=1,39),  Menin 
(RQ=2,06) und p65 (RQ=1,09) sowie p50 (RQ=1,08) steigen hingegen an. Es wird deutlich, 
dass  ein  knock-down  des  AF4  Gens  einen  Einfluss  auf  die  Proteinexpression  dieser 
Faktoren  ausübt  und  eine  Störung  des  Gleichgewichtes  zu  sehr  spezifischen 
Korrekturmaßnahmen in der Zelle führt. 
In  der  Folge  wurde  unter  Berücksichtigung  der  eben  genannten  Proteine  eine 
Affinitätsaufreinigung  des  AF4ST  MPC  sowie  seines  t(4;11)-assoziierten  N-Terminus 
AF4NST  durchgeführt  und  die  normierten  Säulen-Eluate  mittels  Western-Blot  untersucht. 
Diese  Untersuchung  zeigte,  dass  CDK7,  Menin  und  p50  ausschließlich  Bestandteile  des 
AF4NST-Komplexes und nicht des AF4ST MPC sind. Zudem zeigte dieses Experiment, dass 
die generelle Bindung an assoziierte Faktoren bei vergleichbarer Menge an AF4 und AF4N 
wesentlich stärker durch AF4N erfolgte (Abbildung 3.3. B). Weiterhin konnte gezeigt werden, 
dass CDK2 in keinem der Komplexe vorliegt und somit sich die regulative Funktion des AF4 
nicht nur auf direkt interagierende Proteine erstreckt. Da alle hier gezeigten Bindungen des 
AF4ST MPC auch durch AF4NST vermittelt werden könnten, liegt die Vermutung nahe, dass 
der  N-Terminus  des  AF4  Proteins  die  zentrale  Schaltstelle  für  alle  genannten  Protein-
Protein-Interaktionen darstellt. Um dies zu überprüfen, wurden überexprimiertes AF4ST und 
AF4NST durch einen spezifischen Antikörper, dessen Epitop im N-Terminus des AF4 liegt, 
immunpräzipitiert  und  auf  die  oben  genannten  Proteine  im  Western-Blot  untersucht 3. Ergebnisse 
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(Abbildung 3.3. C). Beide Proteine konnten durch den Antikörper präzipitiert werden (vgl. 
Spur α-AF4), aber es konnte - trotz identischer Methode - in den Eluaten keines der Proteine 
mehr  detektiert  werden.  Einzige  Ausnahme  war  ein  schwaches  Signal  für  CDK9.  Das 
sichtbare Signal in der Spur α-NFκB1(p65/p50) stammt aus einer schwachen Kreuzreaktion 
mit der schweren Kette des verwendeten Antikörpers.  
Um  eine  mögliche  Kompetition  zwischen  AF4  und  AF4N  in  der  Bindung  des  P-TEFb  zu 
untersuchen,  wurde  ein  N-terminal  BFP-markiertes  CycT1  zusammen  mit  einer 
Leervektorkontrolle, AF4, AF4N oder beiden Konstrukten transient in 293T Zellen transfiziert 
und CycT1 mittels eines spezifischen Antikörpers immunpräzipitiert (Abbildung 3.3 D). So 
konnten  sowohl  endogenes  CycT1  (schwarzer  Pfeil,  ~80  kDa)  als  auch  BFP-markiertes 
CycT1 (blauer Pfeil, ~110 kDa) präzipitiert werden (Abbildung 3.3. D, oben). Sowohl AF4 als 
auch  AF4N  werden  co-immunpräzipitiert,  in  Anwesenheit  beider  Proteine  werden  diese 
jeweils in der Eluat-Fraktion detektiert, es kommt jedoch zu einer schwächeren Bindung an 
AF4N sowie einer etwas stärkeren Bindung an AF4 (Abbildung 3.3. D, Mitte). Durch in vitro 
BFP-Fluoreszenzmikroskopie  wurde  die  Expression  und  Lokalisation  des  BFP-CycT1  im 
Zellkern  bestätigt.  Interessanterweise  zeigt  das  BFP-CycT1  in  den  Co-Transfektionen  mit 
AF4 und AF4N eine stärker fokussierte, eher punktförmige Lokalisation im Zellkern sowie 
eine erhöhte Fluoreszenz (Abbildung 3.3. D, unten). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, 
dass (1) das AF4 Protein in einem sensiblen Gleichgewicht mit seinen assoziierten  Faktoren 
steht und (2) der N-Terminus des AF4 Proteins ein zentraler Hub zur Interaktion mit anderen 
Proteinen  darstellt.  Trotz  der  unterschiedlichen  Bindungsaffinität  beider  AF4  Varianten 
konnte für beide gezeigt werden, dass es zu einer AF4N-vermittelten Relokalisation des P-
TEFb Komplexes im Zellkern kommt. 3. Ergebnisse 




Abbildung  3.3.  Interaktion  und  Einfluss  von  AF4  auf  Transkriptionsfaktoren.  (A)  Western-Blot  Analyse 
ausgewählter, Transkriptions-assoziierter Proteine aus Zellzahl-normierten Gesamtzelllysaten von HeLa (links) 
und AF4kd V100 Zellen (rechts) mittels der beschriebenen, spezifischen Antikörper. Die relative Quantifizierung 
wurde in silico mittels Image Lab 3.0 (Bio-Rad Laboratories) durchgeführt, wobei die HeLa Zellen als 100%=1 
gewichtet  wurden.  Die  dargestellten  Größenmarker  sind  für  die  gesamte  Abbildung  gültig.  (B)  Western-Blot 
Analyse  aus  normierten  Eluaten  der  Affinitätsaufreinigung  von  AF4ST  (links)  und  AF4NST  (rechts)  mit  den 
beschriebenen, spezifischen Antikörpern analog zu (A). (C) Western-Blot Analyse der Immunpräzipitationen von 
AF4ST  sowie  AF4NST  analog  zu  (A)  und  (B).  Links  dargestellt  ist  ein  Aliquot  (0,2%)  des  eingesetzten 
Gesamtzelllysats,  rechts  ein  Aliquot  der  Eluat-Fraktion  (33%).  Die  Immunpräzipitation  erfolgte  mit  einem 
Antikörper gegenüber einem Epitop im N-Terminus des AF4 [n.b.=nicht bestimmt]. (D) Oben und Mitte: Western-
Blot Analyse einer Co-Immunpräzipitation aus normierten Kernextrakten von 293T Zellen mittels eines CycT1-
spezifischen Antikörpers 48 h nach transienter Transfektion von BFP-CycT1 (BC) und einem Leervektor, AF4ST 
(A), AF4NST (AN) oder beider Konstrukte (A/AN). Dargestellt ist abwechselnd ein Aliqout der Kernextrakte (I, 2%) 
und  ein  Aliquot  der  Eluatfraktion  (E,  33%).  Die  Detektion  erfolgte  mit  den  beschriebenen,  spezifischen 
Antikörpern.  Unten:  in  vitro  BFP-Fluoreszenzmikroskopie  der  oben  beschriebenen  Zellen  unmittelbar  vor  der 
Zellernte (100-fach vergrößert, repräsentativer Bildausschnitt, Belichtung 0,2 s. Alle Bilder uniform nachbearbeitet 
durch einen blau-spezifischen Schwarz/Weiß-Filter sowie durch 50%-ige Erhöhung von Belichtung und Kontrast).  
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3.4. Regulation der P-TEFb Acetylierung durch AF4/AF4N 
In den Vorarbeiten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CDK9 in Anwesenheit des AF4 
und des AF4-MLL MPCs eine Acetylierung erfährt. Da diese Acetylierung mit einer erhöhten 
Aktivität der P-TEFb Kinasefunktion einhergeht, lag es nahe, den Acetylierungsstatus der 
regulativ  eingreifenden  Aminosäuren  Lys44  (aktivierend)  sowie  Lys48  und  Lys49 
(deaktivierend) zu überprüfen 
432,433 (Abbildung 3.4. A). Dazu wurden  durch zielgerichtete 
Mutagenese  Punktmutationen  in  einem  Flag-markierten  CDK9  Expressionskonstrukt 
hergestellt. In allen Fällen wurden die entsprechenden Lysin-Reste entweder durch Alanin 
bzw.  Arginin  ausgetauscht.  Von  den  Arginin-Mutanten  (K44R/K4R,  K4849R/K8R)  wurde 
erwartet, dass die Aufrechterhaltung der positiven Ladung in der Seitenkette die kritische 
ATP-Bindung nicht beeinflusst werden sollte; somit sollte die Kinaseaktivität nur durch eine 
eventuelle Acetylierung beeinflusst werden. Im Gegensatz dazu dienten die Alanin-Mutanten 
(K44A/K4A,  K4849A/K8A)  als  loss-of-function  Mutanten,  die  in  der  Zelle  keine 
Kinasefunktion  mehr  zeigen  sollten.  Alle  Mutanten  -  sowie  ein  nicht-mutiertes  CDK9  als 
Kontrolle (C) - wurden in einer transienten Transfektion exprimiert. Dabei zeigten alle eine 
homogene  Verteilung  zwischen  Zytoplasma  und  Zellkern  (Abbildung  3.4  B).  Die  Co-
Immunpräzipitation  des  Flag-markierten  CDK9  mit  der  potentiell  inaktiven  K44A  Mutante 
zeigte eine Abhängigkeit des Acetylierungsstatus von der Anwesenheit von AF4. Während 
CDK9 ohne AF4 nur ein sehr schwaches Signal lieferte (Abbildung 3.4. C, unten), führte die 
Co-Transfektion von AF4 zu einer deutlich stärkeren Lysin-Acetylierung (Abbildung 3.4. C, 
oben). Dies konnte bei Verwendung der K44A Mutante nicht gezeigt werden (Abbildung 3.4. 
C, Mitte). Damit konnte gezeigt werden, dass nur in Anwesenheit eines AF4 Proteins es zu 
einer selektiven Acetylierung des Lys44-Restes und so zur Schlüsselaktivierung des P-TEFb 
Kinasekomplexes  kommt.  Gleichzeitig  wurde  deutlich,  dass  nur  ein  Teil  des 
immunpräzipitierten  CDK9  tatsächlich  acetyliert  vorlag  (nicht  gezeigt),  was  ein  Hinweis 
darauf ist, dass AF4 - und nicht CDK9 - der limitierende Faktor für die Aktivierung von P-
TEFb ist. 
Um weiteren Aufschluss über die Regulation dieser Acetylierung im endogenen Kontext zu 
erhalten,  wurden  die  transient  exprimierten  Mutanten  sowie  nicht  mutiertes  CDK9  als 
Kontrolle einer Behandlung mit verschiedenen HDAC-Inhibitoren unterzogen. Dabei wurden 
der  Pan-HDAC-Inhibitor  TSA  (300  mM)  sowie  ein  hochdosierter  (50  µM)  HDAC-8 
spezifischer  Inhibitor,  SB-379278A,  und  eine  DMSO-Kontrolle  eingesetzt
722.  24  Stunden 
nach  der  Behandlung  erfolgte  die  Analyse  des  Acetylierungsstatus  der  CDK9  Varianten 
mittels Western-Blot aus Gesamtzelllysaten (Abbildung 3.4. D). SB-379278A zeigte einen 
unabhängigen und relativ geringen Anstieg der Acetylierung des CDK9 unabhängig von der 
Anwesenheit  des  ektopisch  exprimierten  Konstrukte.  Diese  scheinen  nicht  durch  den 3. Ergebnisse 
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Inhibitor beeinflusst zu werden, da das detektierbare Signal sich nicht von leertransfizierten 
Zellen  (vgl.  Gruppe  pDF)  und  damit  dem  endogenen  CDK9  unterscheidet.  Sowohl 
endogenes  als  auch  Flag-markiertes  CDK9  konnte  dabei  distinkt  detektiert  werden  (vgl. 
Reihe α-CDK9). Somit scheint HDAC8 zwar den Acetylierungsstatus des CDK9 Proteins zu 
beeinflussen,  allerdings  konnte  in  diesem  Experiment  nicht  gezeigt  werden,  welches  der 
Lysine durch HDAC8 deacetyliert wird.  
Interessanterweise wurde die Acetylierung durch TSA-vermittelte HDAC Inhibition im Falle 
eines überexprimierten CDK9, als auch der K44A Mutante, deutlich vermindert (vgl. Reihe α-
AcLys). Dies lässt die Vermutung zu, dass HDACs vorrangig die aktivierende Modifikation 
am Lysin-44 regulieren und damit als Gegenspieler des AF4 auftreten. Da das nicht mutierte 
CDK9  sich  wie  die  K44A  Mutante  verhielt,  scheinen  die  Lysine-48  und  -49  nur  in 
Abhängigkeit des Lysins-44 überhaupt acetyliert zu werden. Ein Überangebot an CDK9 (s.o.) 
führt zu mangelnder Acetylierung an Lysin-44 und damit zu einer Blockade der Lysin-48 und 
-49 Acetylierung. 
Abschließend wurden die mutierten Konstrukte sowie nicht mutiertes CDK9 in Abhängigkeit 
von  AF4  in  293T  Zellen  transient  exprimiert.  Die  Proteine  aus  den  normalisierten 
Kernfraktionen  wurden  im  Anschluss  mittels  Western-Blot  analysiert  (Abbildung  3.4.  E, 
oben).  Aus  den  Kernfraktionen  wurden  die  Flag-markierten  Proteine  mittels 
Immunpräzipitation  aufgereinigt  und  hinsichtlich  ihres  Acetylierungsstatus  und  der 
Interaktionen mit anderen Proteinen weiter analysiert (Abbildung 3.4. E, unten). Eine Co-
Transfektion von AF4ST führte zu einer sichtbaren Induktion aller CDK9 Varianten, jedoch 
analog zu Abbildung 3.4. A nicht zu einer detektierbaren Veränderung des Acetylierungs-
status. Dies konnte erst in einem weiterführenden Versuch, nämlich durch die Expression 
des  AF4N,  gezeigt  werden  (rechts).  Vermutlich  maskieren  die  Acetylierungssignale  des 
endogenen  CDK9  die  der  Mutanten,  so  dass  erst  durch  deren  Aufreinigung  eine  präzise 
Analyse möglich wird. Dies festigte die Vermutung, dass überexprimiertes CDK9 in der Zelle 
tatsächlich nur teilweise eingesetzt wird und der verbleibende Überschuss funktionell inaktiv 
und unmodifiziert vorhanden ist.  
Erst in den Eluaten der Immunpräzipitation wurden Unterschiede deutlich. So kommt es in 
Anwesenheit des AF4 Proteins erneut zu einer massiven Acetylierung des CDK9 Proteins 
(vgl. Abbildung 3.4. C), während alle CDK9-Mutanten im Vergleich zur Leertransfektion nur 
geringfügig unterschiedlich modifiziert wurden. Die Mutante K4849A zeigt unabhängig von 
AF4  nur  eine  schwache  Interaktion  mit  Bindepartner  CycT1,  während  alle  anderen 
getesteten Konstrukte in Abwesenheit des AF4 Proteins noch P-TEFb bilden konnten. Im 
Falle  einer  Co-Transfektion  mit  AF4ST  werden  die  Interaktionen  mit  CycT1  deutlich 
schwächer, so ist sie im Falle der K4849A Mutante nicht mehr detektierbar, jedoch wird AF4 3. Ergebnisse 
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in jedem Fall co-immunpräzipitiert. Es sind also alle Mutanten in der Lage, zumindest indirekt 
mit  AF4  zu  interagieren  und  mit  Ausnahme  der  K4849A  Mutante  in  einen  mindestens 
ternären  AF4-P-TEFb  Komplex  zu  existieren.  Diese  Ausnahme  lässt  weiterhin  vermuten, 
dass  CDK9  auch  unabhängig  von  CycT1  mit  AF4  interagieren  kann.  Bezüglich  des 
Acetylierungsstatus des CDK9 zeigen diese Ergebnisse, dass die Acetylierung von Lysin-44 
sowie -48 und -49 sich gegenseitig bedingen. Nur in Anwesenheit aller drei Lysine kommt es 
zur AF4-abhängigen Acetylierung. Umgekehrt wirken Deacetylasen vorrangig am Lysin-44 
und zeigen keine Abhängigkeit von Lysin-48 und -49. Weiterhin wurde HDAC8 als potentielle 
Deacetylase von CDK9 identifiziert, auch wenn die genaue Position (44, 48 oder 49) nicht 
bestimmt werden konnte. 
 3. Ergebnisse 
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Abbildung  3.4.  Regulation  der  P-TEFb  Acetylierung  durch  AF4/AF4N.  (A)  Schematische  Darstellung  der 
aktivierend (blau) und reprimierend (rot) acetylierten Lysin Seitenketten sowie der ATP-Bindetasche des CDK9 
sowie die zuständigen KATs und HDACs dieser Modifikationen
432,433. Proteinmodell entnommen aus PDB-Eintrag 
3TN8  (RCSB  protein  data  base)
723.  (B)  Western-Blot  Analyse  einer  Fraktionierung  von  293T  Zellen  in  eine 
zytoplasmatische  Fraktion  und  eine  Kernfraktion.  Die  Zellen  wurden  transient  mit  den  Flag-markierten  CDK9 
Konstrukten  (C=CDK9;  K4A=K44A;  K4R=K44R;  K8A=K4849A;  K8R=K4849R)  transfiziert  und  48  h  nach  der 
Transfektion geerntet und fraktioniert. Die Analyse erfolgte mit den beschriebenen, spezifischen Antikörpern aus 
Proteinmengen-normierten  Fraktionen.  (C)  Western-Blot  Analyse  einer  Immunpräzipitation  der  transient 
transfizierten Flag-markierten Konstrukte CDK9 und K44A aus normierten Gesamtzelllysaten von 293T Zellen in 
Abhängigkeit  von  AF4ST.  Dargestellt  ist  ein  Aliquot  des  eingesetzten  Lysats  (0,2%)  sowie  Aliquots  der 
Eluatfraktionen (33%) eines unspezifischen IgG und des spezifischen CDK9-Antikörpers. Die Detektion erfolgte 
mit  dem  beschriebenen,  spezifischen  Acetyl-Lysin-Antikörper.  (D)  Western-Blot  Analyse  aus  normierten 
Gesamtzelllysaten  von  293T  Zellen  48  h  nach  transienter  Transfektion  mit  den  angezeigten,  Flag-markierten 
Konstrukten und 24 h nach Behandlung mit 1% DMSO (Negativkontrolle, D), sowie den HDAC-Inhibitoren TSA 
[300  nM]  (TSA)  und  SB-379278A  [50  µM]  (SB).  Die  Detektion  erfolgte  mit  den  beschriebenen,  spezifischen 
Antikörpern.  (E) Western-Blot  Analyse aus normierten  Kernfraktionen  von  transient  transfizierten  293T  Zellen 
sowie  der  normierten  Eluatfraktionen  nach  Co-Immunpräzipitation  Flag-markierter  CDK9  Varianten  mittels 
spezifischen Flag-Antikörper aus den Lysaten. Die Zellen wurden mit den CDK9 Varianten (Erläuterung siehe (B)) 
sowie einer Leervektorkontrolle (pDF) und AF4ST (mitte) bzw. AF4NST (rechts) transfiziert und 48 h nach der 
Transfektion  geerntet.  Die  Detektion  erfolgte  mit  den  beschriebenen,  spezifischen  Antikörpern  [n.b.=nicht 
bestimmt]. 
   3. Ergebnisse 
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3.5. Rekrutierung von P-TEFb aus Speicherkomplexen durch 
AF4/AF4N 
Da AF4 bzw. AF4N einen deutlich aktivierenden Einfluss auf CDK9 bzw. P-TEFb ausüben, 
wurde im Folgenden überprüft, ob diese Aktivierung auch die Rekrutierung von P-TEFb aus 
den  inhibitorischen  Speicherkomplexen  beeinflusst.  P-TEFb  wird  als  inaktives  Dimer 
zusammen mit zwei HEXIM1 Proteinen sowie den Faktoren MEPCE und LARP7 an der 7SK 
snRNA gebunden (P-TEFb storage complex) (Abbildung 3.5.1. A, siehe Kapitel 2.1.7.2.). Da 
LARP7 ein fester Bestandteil des 7SK snRNP ist und im physiologischen Kontext nicht von 
der 7SK snRNA, wohl aber von P-TEFb dissoziiert, kann durch eine Immunpräzipitation des 
CDK9  und  der  anschließenden  Detektion  des  co-Immunpräzipitierten  LARP7  (und 
umgekehrt)  eine  Aussage  über  den  Assoziationszustand  dieses  Speicherkomplexes 
getroffen werden. Demzufolge wurden 293T Zellen transient mit Expressionsplasmiden für 
AF4ST, das HCMV IE-Protein IE1, der durch IE1 induzierten 5-Lipoxygenase (5-LO) sowie 
einem  Leervektor  transfiziert  und  aus  den  normierten  Gesamtzelllysaten  CDK9 
immunpräzipitiert  (Abbildung  3.5.1.  B).  Die  anschließende  Detektion  von  LARP7  in  den 
Präzipitaten zeigte, dass im Falle einer Überexpression von AF4ST und HCMV IE1 es im 
Vergleich zum Leervektor (NK) zu einem vollständigen Verlust an LARP7 kam, was auf eine 
weitgehende Dissoziation der Speicherkomplexe rückschließen ließ. Dies galt nicht im Fall 
einer Überexpression der 5-LO, wodurch unspezifische Effekte durch verstärkte ektopische 
Expression und einhergehende Rekrutierung des P-TEFb sowie induktive Effekte des HCMV 
IE1 gegenüber der 5-LO ausgeschlossen werden konnten. 
Da die Immunpräzipitation aus Gesamtzelllysaten einen sehr komplexen Vorgang bezüglich 
der  beteiligten  Faktoren  darstellt,  wurde  die  Rekrutierung  in  einem  vereinfachten  in  vitro 
System  nachgestellt.  Dazu  wurde  Flag-markiertes  CDK9  transient  in  293T  Zellen 
überexprimiert  und  nach  48  Stunden  durch  eine  Flag-spezifische,  magnetische 
Affinitätsmatrix  stringent  aufgereinigt.  Die  so  gereinigten  Speicherkomplexe  wurden 
anschließend  auf  der  Matrix  mit  rekombinanten  GST-markierten  AF4N,  HEXIM1  (als 
Negativkontrolle) sowie einer kommerziellen RNase als Positivkontrolle inkubiert (Abbildung 
3.5.1. C). Die anschließende Auftrennung zwischen Matrix-gebundenen Proteinen (P-TEFb 
und assoziierte Faktoren) und Überstand (dissoziierte Faktoren) zeigte im Falle der RNase 
Positivkontrolle ein deutliches Signal für LARP7 im Überstand sowie eine Abschwächung an 
der Matrix. Dadurch war die Funktionalität des Systems gewährleistet. Dieser Effekt konnte 
jedoch  weder  durch  die  Gegenwart  von  rekombinantem  GST-AF4N  noch  durch  die 
Gegenwart von GST-HEXIM1 gezeigt werden. Der AF4 N-Terminus ist demzufolge nicht in 
der Lage, die Rekrutierung des P-TEFb unabhängig durchzuführen, sondern benötigt weitere 
Faktoren. Dieser Versuch zeigte weiterhin, dass überexprimiertes, nicht-mutiertes CDK9 in 3. Ergebnisse 
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293T  Zellen  eine  funktionelle  Rolle  spielt  und  in  die  P-TEFb  Speicherkomplexe  integriert 
wird. Ein analoger Versuch mit zwei funktionellen Mutanten des CDK9 (K4849A - aktivierend, 
T186A - inaktivierend) zeigte deutlich, dass beide Mutanten nicht mit LARP7 assoziiert sind 
und daher vermutlich in der Zelle nicht verwendet werden (Abbildung 3.5.1. C, unten). 
Um  weitere  Einsicht  in  den  Mechanismus  der  Rekrutierung  zu  erhalten  und  die 
physiologische Rolle des AF4N besser zu verstehen, wurden alle weiteren Experimente zu 
diesem  Thema  wiederum  im  komplexeren  System  der  Gesamtzelllysate  durchgeführt.  In 
zwei  Versuchen  sollte  der  Einfluss  des  AF4N  sowie  des  AF4ST  auf  die  7SK  snRNA 
untersucht  werden.  Dazu  wurde  ein  unbehandeltes  Gesamtzelllysat  aus  293T  Zellen 
aliquotiert.  Die  Aliquots  wurden  mit  Matrix-gebundenem,  rekombinanten  GST,  GST-AF4N 
oder GST-Tat (als Positivkontrolle) inkubiert und die Proteine anschließend von der Matrix 
eluiert. Aus den Eluaten wurde die RNA präpariert, revers in cDNA transkribiert und mittels 
quantitativer  PCR  die  Menge  an  vorliegender  7SK  snRNA  anhand  einer  Standardkurve 
bestimmt (Abbildung 3.5.1. D). Eine Normierung auf β-Actin war in diesem Versuch nicht 
möglich,  da  kein  β-Actin  in  den  Eluaten  nachzuweisen  war,  was  auf  die  Spezifität  der 
Interaktion hinweist. Es zeigte sich in diesem Versuch, dass rekombinantes GST-AF4N in 
drei unabhängigen Versuchen signifikant mehr 7SK snRNA bindet als  die GST-Kontrolle. 
GST-Tat  zeigte  erwartungsgemäß  eine  noch  stärkere  Bindung,  deren  Signifikanz  jedoch 
aufgrund  der  heterogenen,  jedoch  stets  starken  Bindungsmenge  nicht  berechnet  werden 
konnte.  
Die  Bindung  des  AF4N  an  die  7SK  snRNA  legt  nahe,  dass  eine  solche  Interaktion  die 
Rekrutierung des P-TEFb vermitteln könnte. Der zweite Versuch war die Untersuchung der 
Menge  an  7SK  snRNA  nach  Inkubation  eines  Ganzzelllysats  aus  293T  Zellen  mit  GST-
AF4N,  einem  Gesamtzelllysat  aus  AF4ST  überexprimierenden  Zellen  sowie  der 
kommerziellen  RNase  mittels  quantitativer  PCR.  Dazu  wurden  wieder  Gesamtzelllysate 
aliquotiert und mit den einzelnen Proben inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus den 
Lysaten präpariert und revers in cDNA transkribiert. Diese cDNA diente als Matrize für die 
Quantifizierung  der  Menge  an  7SK  snRNA  und  β-Actin  RNA  in  der  anschließenden 
quantitativen PCR. Um unspezifische, RNA-degradierende Effekte auszuschließen und die 
Komplexität der AF4ST Probe zu berücksichtigen wurde die Menge des 7SK snRNA nicht 
absolut  berechnet,  sondern  mit  der  Menge  an  β-Actin  verglichen  und  der  Quotient  der 
Kopienzahl errechnet (Abbildung 3.5.1. E). Es wurde bewusst auf die  Verwendung eines 
affinitätsaufgereinigten AF4ST MPCs verzichtet, da nach den bisherigen Erkenntnissen ein 
solcher  Komplex  bereits  7SK  snRNA,  aber  keine  β-Actin  RNA,  enthält  und  so  den 
berechneten Quotienten verfälschen würde.  3. Ergebnisse 
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Während nicht behandeltes Gesamtzelllysat einen Quotienten von 32 erreichte, führte die 
Behandlung mit RNase als Positivkontrolle zu einer drastischen Verringerung des Quotienten 
auf  0,002.  Auch  die  Inkubation  mit  GST-AF4N  oder  dem  AF4ST  Lysat  führte  zu  einer 
merklichen Verringerung auf 3 bzw. 6 Kopien 7SK snRNA pro β-Actin Kopie. Damit konnte 
gezeigt  werden,  dass  sowohl  AF4  als  auch  AF4N  an  die  7SK  snRNA  binden  und  durch 
deren  Degradation  eine  Rekrutierung  des  P-TEFb  ermöglichen.  Es  wurde  jedoch  auch 
deutlich, dass AF4N alleine nicht in der Lage ist, diese Rekrutierung durchzuführen, sondern 
vielmehr abhängig von bislang noch nicht charakterisierten Faktoren ist.  
Abbildung  3.5.1.  Rekrutierung  von  P-TEFb  aus  Speicherkomplexen durch  AF4/AF4N.  (A)  Schematische 
Darstellung der P-TEFb Speicherkomplexe und der dortigen Interaktionen. LARP7 ist mit der 7SK snRNA sowie 
CycT1  assoziiert.  (B)  Western-Blot  Analyse  der  Immunpräzipitation  von  CDK9  aus  Gesamtzelllysaten  von 
transient mit einem Leervektor sowie Expressionsplasmiden für AF4ST, HCMV IE1 oder der 5-Lipoxygenase (5-
LO)  transfizierten  293T  Zellen.  Dargestellt  sind  die  Eluatfraktionen  (33%).  Die  Detektion  erfolgte  mit  den 
beschriebenen,  spezifischen  Antikörpern.  (C) Western-Blot  Analyse  der  in  vitro  Rekrutierungsversuche.  Dazu 
wurden Flag-markiertes CDK9 (oben) oder K4849A bzw. T186A (unten) transient in 293T Zellen überexprimiert, 
48  h  nach  der  Transfektion  die  P-TEFb-assoziierten  Speicherkomplexe  mittels  einer  Flag-spezifischen, 
magnetischen  Affinitätsmatrix  aufgereinigt  und  im  Falle  des  CDK9  auf  der  Matrix  mit  den  gezeigten  Proben 
inkubiert. Anschließend wurden die Matrix-gebunden Proteine und der Überstand aufgetrennt und analysiert. Die 
Detektion  erfolgte  mit  den  beschriebenen,  spezifischen  Antikörpern  [n.b.=nicht  bestimmt].  (D)  Ergebnisse  der 
quantitativen PCR zur Untersuchung der Bindung der 7SK snRNA an GST, GST-AF4N und GST-Tat. 293T Zellen 
Ganzzelllysat  wurde  mit  den  Matrix-gebundenen  Proteinen  inkubiert.  Anschließend  wurden  die  Proteine 
abgetrennt, eluiert und die RNA aus den Eluaten präpariert. Aus der RNA wurde cDNA revers transkribiert und in 
der quantitativen PCR auf die Menge an 7SK snRNA verglichen mit einer Standardkurve untersucht. Dargestellt 
ist die x-fache Bindung von GST-AF4N und GST-Tat relativ zu GST [n=3, +S.E.M., *=p<0,05]. (E) Ergebnisse der 
quantitativen PCR zur Untersuchung der 7SK snRNA Menge in Gesamtzelllysaten aus 293T nach Inkubation mit 
einer RNase, GST-AF4N sowie eines AF4ST enthaltenden Zelllysats. Dazu wurde analog zu (D) ein Lysat erstellt 3. Ergebnisse 
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und mit den Proben inkubiert. Anschließend wurde die RNA präpariert, in cDNA revers transkribiert und in der 
quantitativen PCR mittels einer Standardkurve auf die Menge an 7SK snRNA sowie β-Actin RNA untersucht. 
Dargestellt ist der Quotient aus den Kopienzahlen an 7SK snRNA und β-Actin RNA. 
Um die Rekrutierung des P-TEFb aus den Speicherkomplexen und den Übergang zum freien 
P-TEFb  Komplex  mit  geringerem  Molekulargewicht  zu  veranschaulichen,  wurden 
anschliessend Glycerolgradientenexperimente sowie Hoch/Niedrigsalz-Fraktionierungen aus 
Gesamtzelllysaten  von  transient  mit  einem  Leervektor  (NK),  AF4ST  oder  AF4NST 
transfizierten 293T Zellen durchgeführt. Die normierten Gesamtzelllysate wurden auf einen 
vollständig abgesetzten, stufenweisen 0-40%-igen Glycerolgradienten aufgegeben und für 
21  Stunden  bei  4°C  in  die  Matrix  ultrazentrifugiert.  In  diesem  Gradienten  erfolgt  die 
Auftrennung  der  Proteine  und  ihrer  gebildeten  Komplexe  nach  deren  Größe  bzw. 
Molekulargewicht,  wobei  größere  Komplexe  gemäß  der  steigenden  Viskosität  in  frühen, 
niedrigprozentigen  Eluatfraktionen  auftauchen  und  kleine  Komplexe  in  den  späteren 
Fraktionen.  Nach  der  Ultrazentrifugation  wurden  die  Fraktionen  einzeln  abgenommen, 
separiert  und  durch  Western-Blots  analysiert.  Ein  Aliquot  der  Fraktionen  wurde  einer 
Immunpräzipitation durch einen AF4-spezifischen Antikörper unterzogen, um die funktionelle 
Assoziation des P-TEFb mit AF4 nachzuweisen. 
In diesen Versuchen zeigte sich deutlich, dass die Expression von AF4ST und auch AF4NST 
zu einer Umverteilung des P-TEFb zwischen distinkten Komplexen führt (Abbildung 3.5.2. A). 
In mit Leervektor transfizierten Kontrollzellen zeigt CDK9 eine gleichmäßige Verteilung über 
die Gradientenfraktionen, wobei zwischen einer LARP7-freien Population (Fraktionen 6-10, 
freies P-TEFb) und einer etwas geringeren LARP7-assoziierten Population (Fraktionen 2-5, 
Speicherkomplexe)  unterschieden  werden  konnte.  Die  Expression  von  AF4ST  als  auch 
AF4NST  führte  zu  einer  starken  Retention  des  CDK9  aus  den  späten  Fraktionen  hin  zu 
frühen Fraktionen (3-6), also höhermolekularen Komplexen. Diese Fraktionen fielen genau 
mit den AF4/AF4N-enthaltenden Fraktionen zusammen, was darauf hindeutete, dass CDK9 
nun in den AF4/AF4N MPCs integriert vorliegt (siehe Spur α-CDK9 oben und α-AF4, rote 
Pfeile/Kästen).  Um  die  tatsächliche  Assoziation  nachzuweisen  wurde  AF4/AF4N 
immunpräzipitiert und die Eluate im Western-Blot auf die Anwesenheit des CDK9 geprüft 
(siehe Spur α-CDK9 unten). Dies konnte in allen Fällen bestätigt werden. Gleichzeitig konnte 
festgestellt  werden,  dass  sich  LARP7  aus  den  frühen  Fraktionen,  welche  die  Speicher-
komplexe repräsentieren, in späte Fraktionen verlagerte, die P-TEFb freie Speicherkomplexe 
darstellen können (siehe Spur α-LARP7, blaue Pfeile). 
Gemäß  den  Arbeiten  von  Fujinaga  et  al 
724  wurde  weiterhin  eine  Salzfraktionierung  von 
transient  mit  einem  Leervektor  oder  AF4ST  transfizierten  293T  Zellen  durchgeführt 
(Abbildung 3.5.2. B). Dabei werden die Zellen erst in einem Niedrigsalz-Puffer (15 mM KCl) 3. Ergebnisse 
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lysiert um die 7SK snRNPs als freie nukleäre Fraktion zu isolieren und die  verbliebenen 
Nuklei  mit  einem  Hochsalz-Puffer  (420  mM  NaCl)  ausgewaschen,  um  Chromatin-
assoziiertes,  freies  P-TEFb  zu  isolieren.  Interessanterweise  führte  die  Expression  von 
AF4ST  zu  keiner  messbaren  Veränderung  der  Verteilung  des  CDK9  in  den  Fraktionen, 
sorgte aber für eine deutliche Relokalisation des CycT1 aus den Niedrigsalzfraktionen (RQ 
1:0.23) und damit aus dem 7SK snRNP hin zu freiem P-TEFb. Gleichzeitig wurde LARP7 
aus ebendieser Fraktion verdrängt (RQ 1:0,52). Mit diesen Ergebnissen wird deutlich, dass 
AF4 in der Lage ist, P-TEFb aus den Speicherkomplexen zu verdrängen und zu im AF4 MPC 
zu komplexieren. 
 
Abbildung 3.5.2. P-TEFb Rekrutierung und Errichtung von AF4-P-TEFb Komplexen. (A) Oben: Western-Blot 
Analyse  von  normierten  Gesamtzelllysaten  aus  transient  mit  einem  Leervektor  (NK),  AF4ST  oder  AF4NST 
transfizierten 293T Zellen, welche mittels 21-stündiger Ultrazentrifugation über einen stufenweisen, 0-40%igen 
Glyerolgradienten  aufgetrennt  wurden.  Die  Gradienten  wurden  in  10  Fraktionen  aufgetrennt  und  mittels  der 
beschriebenen, spezifischen Antikörper analysiert [n.b.=nicht bestimmt]. Unten: Western-Blot Analyse von CDK9 
in  der  Eluat-Fraktion  (33%)  einer  Immunpräzipitation  des  AF4  mittels  spezifischen  AF4-Antikörpers  aus  den 
gezeigten  Fraktionen  (2-7)  des  Glycerolgradienten.  (B)  Western-Blot  Analyse  von  Zellzahl-normierten 
Salzfraktionierungen aus transient mit einem Leervektor (NK) oder AF4ST transfizierten 293T Zellen. Die Zellen 
wurden  in  zwei  Stufen  fraktioniert.  Dabei  wurde  zuerst  einen  Niedrigsalz-Fraktion  (L)  zur  Isolierung  freier, 
nukleärer 7SK snRNPs isoliert und anschließend in einer Hochsalz-Fraktion (H) das Chromatin-assoziierte, freie 
P-TEFb  isoliert.  Die  Detektion  erfolgte  mit  den  beschriebenen,  spezifischen  Antikörpern.  Die  relative 
Quantifizierung wurde in silico mittels Image Lab 3.0 (Bio-Rad Laboratories) durchgeführt, wobei die jeweiligen 
NK-Fraktionen als 100%=1 gewichtet wurden. 3. Ergebnisse 
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Abschließend  wurde  durch  in  vitro  Fluoreszenzmikroskopie  die  oben  beschrieben  Re-
Lokalisation  des  P-TEFb  am  Beispiel  von  einem  BFP-markierten  CycT1  visualisiert 
(Abbildung 3.5.3). Dazu wurden 293T Zellen transient mit konstitutiven Expressionsvektoren 
für BFP-markiertes CycT1, GFP-markiertes HEXIM1 und/oder mCherry-markiertes AF4ST 
transfiziert  und  48  Stunden  nach  der  Transfektion  ohne  vorherige  Fixierung  unter  dem 
Fluoreszenzmikroskop dokumentiert. Zur besseren Visualisierung und zur Minimierung von 
Überschneidungen  wurden  die  Bilder  absolut  uniform  mit  den  entsprechenden  Farbfiltern 
behandelt, stärker kontrastiert und aufgehellt. In den Transfektionen wurden drei Situationen 
dargestellt,  eine  repressive  Situation  durch  gleichzeitige  Expression  von  BFP-CycT1  und 
GFP-HEXIM1  (Abbildung  3.5.3,  oben),  eine  aktivierende  Situation  durch  gleichzeitige 
Expression von BFP-CycT1 und AF4ST-mC (Abbildung 3.5.3., Mitte) sowie eine kompetitive 
Situation durch die gleichzeitige Expression aller drei Konstrukte (Abbildung 3.5.3., unten). 
Zum Abgleich einer alleinigen Expression von BFP-CycT1 in Abhängigkeit von AF4/AF4N 
wird auf Abbildung 3.3. D verwiesen.  
Die  artifizielle  Erstellung  der repressiven  Situation führte  in  GFP-HEXIM1  exprimierenden 
Zellen  zu  einer  deutlich  fokussierten  und  punktierten  Lokalisation  des  BFP-CycT1  im 
Zellkern,  wenn  man  sie  mit  BFP-CycT1  als  auch  mit  zusätzlich  AF4-mC  exprimierenden 
Zellen vergleicht (vgl. Abbildung 3.5.3. oben und Mitte, Blauer Filter; sowie Abbildung 3.3. D). 
Aus  diesen  Ergebnissen  kann  abgeleitet  werden,  dass  in  Gegenwart  von  HEXIM1  das 
CycT1  Protein  in  den  Speicherkomplexen  verbleibt  und  somit  eine  Bindung  an 
transkriptionell  aktive  Genloci  im  Zellkern  unterbindet;  diese  Situation  ist  völlig  konträr  in 
Gegenwart des AF4-mC Proteins. Hier kommt es zu einer deutlich diffuseren, jedoch auch 
auf  definierte  Loci  beschränkten  Verteilung  im  Zellkern.  Die  Anwesenheit  von 
Fluoreszenzsignalen in beiden Filtern, die im jeweils anderen Filter nicht detektierbar waren, 
deutet darauf hin, dass es sich nicht um eine unspezifische Einstrahlung aus dem anderen 
Emissionsspektrum  handelt,  sondern  vielmehr  um  eine  spezifische  Lokalisation  der  hier 
untersuchten, markierten Proteine.  
In  der  kompetitiven  Situation  (Anwesenheit  aller  drei  Proteine)  lassen  sich  deutlich  zwei 
unterschiedliche  Zellpopulationen  definieren.  Zellen  mit  einer  schwachen  oder  keiner 
Expression  des  AF4-mC  zeigen  in  Anwesenheit  von  HEXIM1  analog  zur  repressiven 
Situation eine stark punktierte Lokalisation des BFP-CycT1 (Abbildung 3.5.3. unten, grüner 
Pfeil). Zellen, in denen jedoch sowohl GFP-HEXIM1 als auch AF4-mC exprimiert werden, 
zeigen erneut eine eher diffuse und intensive Verteilung der Fluoreszenz des BFP-CycT1 
(Abbildung  3.5.3.  unten,  roter  Pfeil),  die  ähnlich,  aber  nicht  vollständig  identisch,  mit  der 
aktivierenden  Situation  ist.  Es  herrscht  hier  vermutlich  ein  starker  Wechsel  zwischen 
HEXIM1-gebundenen  P-TEFb  und  der  Inkorporation  in  die  Speicherkomplexe  sowie  der 3. Ergebnisse 
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AF4-vermittelten  Rekrutierung  in  den  AF4-MPC.  Dabei  sollte  berücksichtigt  werden,  dass 
HEXIM1  in  massenspektometrischen  Versuchen  auch  als  Teil  des  AF4  MPC  gefunden 
wurde 
486, was die transiente Natur der Interaktionen zwischen CycT1, HEXIM1 und AF4 
unterstreicht. 
 
Abbildung 3.5.3. in vitro Fluoreszenzmikroskopie der P-TEFb Rekrutierung. 293T Zellen wurden transient 
mit  Expressionskonstrukten  für  BFP-CycT1,  GFP-HEXIM1  und  AF4-mC  in  verschiedenen  Kombinationen 
transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die nicht fixierten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop 
dokumentiert und abfotografiert. (100-fach vergrößert, repräsentativer Bildausschnitt, Belichtung BFP 0,2 s, GFP 
0,5 s, RFP 1 s. Alle Bilder sind absolut uniform nachbearbeitet durch einen farb-spezifischen Schwarz/Weiß-Filter 
sowie durch 50%ige Erhöhung von Belichtung und Kontrast). Die unterschiedliche Lokalisation und die beiden 
Populationen der Zellen im Falle des kompetitiven Situation des BFP-CycT1 sind gekennzeichnet (rote Kästen, 
roter  Pfeil,  grüner  Pfeil).  Eine  gleichzeitige  DAPI-Färbung  des  Zellkerns  war  aufgrund  des  Auftretens  starker 
Interferenzen mit dem BFP-Filter nicht möglich [n.b.=nicht bestimmt]. 
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3.6. Vermehrung zellulärer RNA durch Transkriptionsaktivierung 
Um eine funktionell relevante Messgröße für die Aktivierung der Transkription zu bestimmen 
wurde  angenommen,  dass  die  AF4-vermittelten  Effekte  auf  P-TEFb  zu  einer  verstärkten 
Auflösung des Elongationsarrests der RNAP II und damit zu mehr produktiver Elongation 
führen sollten. Dies bedingt eine erhöhte Produktion von hnRNA und zeitlich verzögert die 
Bildung  von  mehr  mRNA.  Um  dies  zu  belegen  wurden  293T  Zellen  transient  mit  einem 
Leervektor  (pT)  bzw.  einem  dTomato  Expressionsplasmid  (pDTF)  sowie 
Expressionsplasmiden für AF4ST und das dTomato-markierte HCMV IE1 transfiziert und 48 
Stunden nach Transfektion auf ihren zellulären Gesamtgehalt an mRNA hin untersucht. Da 
eine  transiente  Transfektion  keine  homogene  Zellpopulation  erzeugt  und  die  erwarteten 
Effekte auf die gesamte RNA  Menge in den Zellen keine mehrfache Induktion derselben 
hervorrufen, wurden die Zellen vor der Präparation der RNA an einem FACS auf ihre rote 
Fluoreszenz  hin  stringent  sortiert  (Abbildung  3.6.  B  zeigt  ein  exemplarisches 
Sortierergebnis).  So  wurden  nur  lebende,  vereinzelte  Zellen  verwendet,  welche  eine 
Fluoreszenz von wenigstens 1500 relativen Einheiten aufzeigten. Anschließend wurden die 
homogenen Populationen der verschiedenen Proben gezählt, auf ihre Zellzahl hin normiert 
und die Gesamt-RNA aus den Zellen präpariert (Abbildung 3.6. A). Zur besseren Darstellung 
erfolgte die endgültige Auftragung als Relation von ng RNA pro 1000 Zellen. 
Aus den erhaltenen Relationen konnten zwei wesentliche Aussagen abgeleitet werden. Zum 
Einen führte die Expression des AF4ST zu einer Erhöhung der Gesamt-RNA in den Zellen, 
auch wenn deren Signifikanz aufgrund der komplexen Methodik nicht belegt werden konnte. 
Zum  Anderen  führt  die  Co-Expression  des  HCMV  IE1  zu  einer  weiteren,  signifikanten 
Erhöhung der RNA Menge, was auf einen kooperativen Mechanismus zwischen AF4 und IE1 
in  der  Aktivierung  der  Transkription  hindeutet.  Dieser  Effekt  kann  durch  eine  alleinige 
Überexpression  von  IE1  oder  der  beiden  Leervektoren  nicht  erreicht  werden,  wodurch 
Promotor-  oder  generelle  Überexpressions-vermittelte  Effekte  auszuschließen  sind.  Der 
Effekt  einer  Transkriptionsaktivierung  kann  auch  durch  in  vitro  dTomato-
Fluoreszenzmikroskopie in den transfizierten Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.6. C). 
So kommt es durch eine Co-Transfektion mit AF4 zu einer verstärkten Fluoreszenz sowohl 
im  Falle  des  pDTF  (siehe  AF4/-)  als  auch  des  IE1-dTomato  Konstrukts  (siehe  AF4/IE1). 
Weiterhin konnte so die korrekte Lokalisation des markierten IE1 im Zellkern nachgewiesen 
werden, während dTomato diffus im Zytoplasma lokalisiert war. 3. Ergebnisse 




Abbildung 3.6. Erhöhung der zellulären RNA Menge durch Transkriptionsaktivierung. (A) Ergebnisse der 
Gesamt-RNA  Präparation  aus  den  sortierten,  Zellzahl-normierten  Zellpopulationen.  293T  Zellen  wurden  mit 
einem Leervektor (pT) sowie Expressionsvektoren für dTomato (pDTF), AF4ST und HCMV IE1 transfiziert und 48 
Stunden nach der Transfektion mittels eines FACS auf die Fluoreszenz des dTomato sortiert. Die präparierte 
RNA wurde in Relation zu der eingesetzten Zellzahl gesetzt, die Auftragung erfolgt als ng RNA/1000 Zellen [n=3, 
+S.E.M., *=p<0,05, n.s.=nicht signifikant]. (B) Repräsentatives Ergebnis eines Sortiervorgangs. Die Zellen wurden 
in drei Stufen sortiert. Zuerst erfolgte die Isolation lebender Zellen aufgrund der Teilchenform (FSC-A/SSC-A), 
dann daraus die Isolation vereinzelter Zellen (FSC-A/FCS-H) und abschließend die Einschränkung auf solche 
Zellen, die eine relative Fluoreszenz von wenigstens 1500 Einheiten zeigten (PE-A/SSC-A). (C) in vitro dTomato-
Fluoreszenzmikroskopie  der  transfizierten  Zellen  48  Stunden  nach  Transfektion.  Die  Zellen  sind  zu  diesem 
Zeitpunkt noch nicht sortiert (100-fach vergrößert, repräsentativer Bildausschnitt, Belichtung 1 s. Alle Bilder sind 
absolut uniform nachbearbeitet durch einen rot-spezifischen Schwarz/Weiß-Filter sowie durch 50%ige Erhöhung 
von Belichtung und Kontrast). 
   3. Ergebnisse 
     
89 
 
3.7. AF4 als Ko-Faktor viraler IE Proteine 
In den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass AF4 ein potenter Aktivator der 
Transkription  über  die Aktivierung  des  P-TEFb  Kinasekomplexes  ist. Damit  einhergehend 
kommt  es  zum  Übergang  der  RNAP  II  zur  produktiven  Elongation  und  der  Produktion 
funktioneller mRNA. Ausgehend von diesen Erkenntnissen stellte sich die Frage, ob diese 
fundamentale Rolle des AF4 auch von exogenen Faktoren, genauer von den IE Proteinen 
der dsDNA-Viren, genutzt wird, um die Einleitung der eigenen Replikation zu verbesseren, 
bzw. um die lytischen Phase zu initiieren. Die IE Proteine sind die ersten viralen Faktoren, 
die komplexe Genexpressionsprogramme einleiten, in deren Folge sukzessiv zunächst die 
Bildung der early und late Produkte dieser Viren und schlussendlich die Assemblierung und 
Freisetzung neuer viraler Partikel steht. Dass solche Viren sich der Transkriptionsfaktoren 
der Wirtszelle bemächtigen, war bekannt. Daher lag es nahe zu fragen, ob auch die zelluläre 
Maschinerie der Elongationskontrolle und damit das AF4 Protein als deren zentraler Faktor 
von den gleichen viralen IE Proteinen in Beschlag genommen wird. Es konnte bereits in den 
Kapiteln 3.5. und 3.6. ein Einfluss durch das HCMV IE1 Protein auf AF4-vermittelte Effekte 
gezeigt werden.  
Um diese Untersuchungen durchzuführen wurde von verschiedenen IE Proteinen der Familie 
der  Herpesviren  (HSV-1  ICP,  KSHV  Rta,  HCMV  IE1  und  IE2,  EBV  BZLF1  und  BRLF1, 
Rhadinovirus ORF45) und des HPV16 (E2, E6, E7, E8, E8
^E2C, E6/7) (Abbildung 3.7.1. A) 
eine  Reihe  von  Expressionsplasmiden  erstellt,  welche  in  einem  bereits  in  HeLa  Zellen 
etablierten,  Firefly  Luciferase-basierten  Reportersystem
725,726  auf  ihre  Funktion  zur 
Aktivierung der Transkription in Abhängigkeit von AF4 getestet wurden. Das Reportersystem 
verwendet  ein  artifizielles  Promotorfragment  der  5-LO  (pN10),  welches  vor  einem 
Luciferasegen  kloniert  vorlag.  Die  Verwendung  dieser  5-LO  abgeleiteten  Struktur  war 
insofern sinnvoll, als das zum Einen die IE Proteine des HCMV als potente, 5-LO Promotor-
aktivierende  Proteine  beschrieben  waren
727  und  zum  Anderen  die  Expression  der  5-LO 
vorrangig  in  hämatopoetischen  Zellen  (Monozyten,  Makrophagen  und  B-Lymphozyten) 
stattfindet,  die  auch  Aufenthaltsorte  der  untersuchten  Viren  sowie  relevant  für  die 
Entwicklung  der  AF4-involvierenden  t(4;11)-Translokation  sind.  Zusätzlich  zu  diesem 
speziellen  Promotorkonstrukt  wurde  ein  weiteres  Reporterplasmid  eingesetzt,  der  die 
Promotor-lose CDS der 5-LO, einschließlich zweier Introns (J, M) welche transkriptionelle 
Funktionen vermitteln, vor dem gleichen Luciferasegen trägt (pGL3cdsInJM). Durch dieses 
Konstrukt  sollen  Promotor-unabhängige  Effekte  gezeigt  werden.  Die  Normierung  der 
Lumineszenz  erfolgte  in  beiden  Fällen  durch  die  gleichzeitige  Transfektion  eines 
Expressionsplasmids, welches über einen SV40 Promotor konstitutiv eine Renilla Luciferase 
exprimiert (pSV40-Renilla). 3. Ergebnisse 
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Eingangs  wurden  alle  Expressionsplasmide  zusammen  mit  dem  pN10  Reporterplasmid 
sowie einem Leervektor (pT), AF4 oder AF4-MLL (der4) transient in HeLa Zellen transfiziert 
und  nach  48  Stunden  über  das  kommerzielle  Dual-Glo®  Luciferase  Assay  System 
(Promega) ausgewertet (Abbildung 3.7.1.B). Grundlegend ließen sich zwei Aussagen aus 
diesem  Screening-Experiment  ableiten.  Zum  Einen  zeigen  nur  die  IE  Proteine  der 
Herpesviren, nicht die des HPV16, eine relevante Induktion auf das Promotorkonstrukt, zum 
Anderen war nur die Induktion im Falle der EBV IE Proteine Zta (codiert durch BZLF1) und 
Rta (codiert durch BRLF1) auffällig. Weiterhin waren die Effekte des AF4 und AF4-MLL in 
Relation  zu  dem  Leervektor  erstaunlich  gering  und  nicht  signifikant,  wobei  AF4-MLL 
durchgehend eine etwas stärkere Induktion als AF4 zeigte. 
Aus diesen Ergebnissen und den vorherigen Untersuchungen unter Einbezug des HCMV IE1 
heraus  wurden  die  IE  Proteine  des  EBV  und  des  HCMV  zur  weiteren  Untersuchung 
ausgewählt. In analogen Reportergenversuchen wurden deren Expressionskonstrukte, die 
Reporterkonstrukte sowie pT, AF4 und AF4-MLL vergleichend in HeLa Zellen als auch in die 
AF4kd  V100  Zelllinie  transfiziert  und  die  Lumineszenz  vermessen.  In  diesen  Versuchen 
sollte die Abhängigkeit des Systems von endogenem AF4 gezeigt werden (Abbildung 3.7.1. 
C). Tatsächlich kommt es in jedem Ansatz in den knock-down Zellen zu einer drastischen 
Reduzierung der relativen Lumineszenz (RLU) bis auf die Ebene des Hintergrundes (<100), 
so dass keine Auswertung der x-fachen Induktion erfolgte. Damit konnte gezeigt werden, 
dass das hier verwendete System obligat von einem stabilen endogenen Niveau des AF4 
abhängig ist und die viralen IEs nicht in der Lage sind, das Reporterkonstrukt unabhängig zu 
induzieren. Interessanterweise führte weder die Transfektion von AF4 noch von AF4-MLL zu 
einer Komplementation des Gesamtsystems. Ein fast identischer Effekt wurde beobachtet, 
wenn  das  Reporterkonstrukt  pN10  gegen  das promotorlose  pGL3cdsInJM  getauscht  wird 
(Abbildung  3.7.1.  D).  Auch  in  diesem  Fall  fällt  die  RLU  auf  ein  nicht  mehr  effektiv 
auswertbares Niveau ab, dass nicht durch eine gleichzeitige Transfektion von AF4 oder AF4-
MLL gesteigert werden kann. Um ein Versagen des Reportergenversuchs durch den Eintritt 
von Seneszenz im Falle des AF4kd V100 Zellen auszuschließen, wurden die Zellen durch β-
Galactosidasefärbung  auf  Seneszenz  untersucht.  Dabei  wurden  die  Zellen  als  nicht 
seneszent, also ungefärbt, gefunden (nicht gezeigt). 
Aufgrund der fehlenden Aktivierung des pGL3cdsInJM Reporterkonstrukts sollte abseits der 
Effekte der viralen IE Proteine der Effekt von AF4 in Kontext mit HIV Tat untersucht werden. 
Die  Interaktion  von  Tat  mit  dem  P-TEFb  und  der  Effekt  auf  den  Prozess  der  
Transkriptionselongation  ist  bereits  ausführlich  in  der  Literatur  beschrieben  worden.  Da 
pGL3cdsInJm  ein  promotorloses  Konstrukt  darstellt,  können  transaktivierende  Effekte  nur 
unabhängig von der Initiation auftreten. Es wurden dazu analoge Reportergenversuche unter 3. Ergebnisse 
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Verwendung des pN10 oder des pGL3cdsInJM Reporterkonstrukts zusammen mit AF4 oder 
dem  Leervektor  (pT)  sowie  HIV  Tat  durchgeführt  (Abbildung  3.7.1.  E).  Dabei  wurde  ein 
überraschendes Ergebnis erzielt. Die Induktion der Luciferaseexpression erfolgte nur in der 
Kombination  von  Tat  und  AF4  auf  dem  promotorlosen  Reporterkonstrukt  und  dies  war 
signifikant gegenüber allen anderen Kombinationen. Eine drittes Reporterkonstrukt, welches 
den pN10 Promotor und die CDS der 5-LO kombiniert (pN10cdsInJM), zeigte identisch zu 
pN10 keine Induktion durch Tat, AF4 oder eine Kombination beider (nicht gezeigt). 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die aktivierenden Effekte des AF4 und auch des AF4-
MLL  gegenüber  der  Transkription  in  Kooperation  mit  IE  Proteinen  der  Herpesviren  über 
einen funktionellen Promotor vermittelt werden. Dabei zeigen vor allem EBV Zta und Rta 
deutliche Effekte. Weiterhin wird aus den Daten der knock-down Zellen deutlich, dass diese 
Effekte direkt von endogenem AF4 und nur unwesentlich von exogenem AF4 abhängig sind. 
Da  eine  Überexpression  von  AF4  oder  AF4-MLL  nicht  zum  Wiederanstieg  der  relativen 
Lumineszenz  führte,  scheint  die  effektive  Transkription  nur  über  bereits  im  Voraus 
assemblierte Elongationskomplexe vermittelt zu werden. Im Falle des HIV-1 sind die Effekte 
des AF4 in Kooperation mit Tat distinkt. Eine Induktion erfolgt zum Einen nur kooperativ 
zwischen  AF4  und  Tat  und  zum  Anderen  nur  auf  einem  promotorlosen  Konstrukt,  also 
unabhängig von einer Initiation am Promotor. Weiterhin führt die Einführung eines Promotors 
vor das promotorlose Reporterkonstrukt zum Verlust der Induktion durch AF4 und Tat. Dies 
weist darauf hin, dass Tat in Abhängigkeit von AF4 in der Lage ist, artifizielle oder kryptische 
Promotoren in der CDS zu aktivieren. Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, 
dass neben den gezeigten Versuchen auch Experimente bzgl. einer potentiellen Synergie 
von Rta und Zta bzw. IE1 und IE2 durchgeführt wurden. Eine solcher Effekt konnte jedoch in 
beiden Fällen nicht gezeigt werden (nicht gezeigt). 3. Ergebnisse 
     
92 
 
Abbildung 3.7.1. Reportergenversuche zur Identifizierung mit AF4 kooperierender viraler IE Proteine. (A) 
Vorstellung und Klassifizierung der in den Reportergenversuchen eingesetzten viralen IE Proteine. (B) Ergebnis 
der Lumineszenz-basierten Reportergenversuche unter Verwendung des pN10 Reporterkonstrukts. HeLa Zellen 
wurden 48 Stunden vor der Messung der Lumineszenz transient mit den Expressionsplasmiden der IE Proteine, 
den  Reporterkonstrukten  pN10  und  pSV40-Renilla  sowie  einem  Leervektor  (pT),  AF  oder  AF4-MLL  (der4) 
transfiziert. Dargestellt ist die x-fache Induktion der relativen Lumineszenz in Relation zu dem Leervektor der 
viralen Expressionsplasmide [n=3, +S.E.M.]. (C) Zu (B) analoge Reportergenversuche unter Verwendung von 
HeLa  Zellen  sowie  AF4kd  V100  Zellen.  Dargestellt  sind  die  relativen  Lumineszenzeinheiten  (RLU)  aus  der 
Relation Firefly/Renilla Luciferase [n=3, +S.E.M.]. (D) Zu (B) analoge Reportergenversuche unter Verwendung 
des  Reporterkonstrukts  pGL3cdsInJM  anstelle  von  pN10. Dargestellt  sind die  relativen Lumineszenzeinheiten 
(RLU) aus der Relation Firefly/Renilla Luciferase [n=3, +S.E.M.]. (E) Zu (B) analoge Reportergenversuche unter 
Verwendung beider Reporterkonstrukte pN10 oder pGL3cdsInJM sowie eines Expressionsplasmides für HIV-1 3. Ergebnisse 
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Tat  zusammen  mit  einem  Leervektor  (pT)  oder  AF4.  Dargestellt  ist  die  x-fache  Induktion  der  relativen 
Lumineszenz in Relation zu dem Leervektor der viralen Expressionsplasmide [n=3, +S.E.M.]. 
Aufgrund der beobachteten Effekte kann vermutet werden, dass die viralen IE Proteine eine 
bis  dato  nicht  beschriebene  Wechselwirkung  mit  AF4  aufzeigen.  Um  dies  näher  zu 
untersuchen, wurde die potentielle Assoziation der ausgewählten IE Proteine mit dem AF4 
MPC untersucht. Dazu wurden Expressionsplasmide der RFP-markierten HCMV IE1, EBV 
BZLF1 oder des HPV16 E6/7 Onkoprotein transient in die TCZP-AF4ST Zelllinie transfiziert 
und  48  Stunden  nach  induzierter  Expression  des  AF4ST  der  jeweilige  AF4-MPC 
aufgereinigt. Die Analyse der Aufreinigung mittels Western-Blot zeigte eine starke Erhöhung 
der AF4 Menge in den Zellen in Abhängigkeit der Expression der viralen Proteine, wobei IE1 
und Zta erwartungsgemäß eine deutlich stärkere Expression des AF4 förderten (Abbildung 
3.7.2. A, links). Gleichzeitig konnte über Detektion des RFP für IE1 eine direkte Inkorporation 
in den AF4 MPC gezeigt werden, IE1 co-eluierte in mehreren Fraktionen zusammen mit AF4 
(Abbildung 3.7.2. A, rechts und B). Die Erhöhung der AF4 Menge führte dabei im gleichen 
Maß  zur  Bildung  funktioneller  MPCs,  wie  an  der  gleichzeitigen  Erhöhung  der  Menge  an 
detektierbaren CDK9 und CycT1 in den aufgereinigten Komplexen deutlich wird (Abbildung 
3.7.2. B). Dies galt jedoch nicht für das HPV E6/7 Onkoprotein. Abbildung 3.7.2. C zeigt die 
Gesamtmenge an erhaltenem Protein in einer exemplarischen Aufreinigung, an der deutlich 
deren vierfache Erhöhung durch Co-Transfektion des IE1 und eine zweifache Erhöhung im 
Falle des Zta bzw. E6/7 deutlich wird. Die korrekte Lokalisation des IE1 sowie die Expression 
des  IE1  und  des  AF4  wurde  durch  in  vitro  GFP/RFP-Fluoreszenzmikroskopie  bestätigt 
(Abbildung 3.7.2. D). Damit konnte gezeigt werden, dass die IE Proteine des HCMV und des 
EBV  die  AF4  MPCs  induzieren  und  somit  das  verfügbare  Niveau  funktioneller 
Elongationskomplexe anheben. 
Um zu vermeiden, dass die induktiven Effekte der viralen IE Proteine gegenüber AF4 auf 
eine  artifizielle  Induktion  der  Promotoren  der  Expressionsplasmide  zurückzuführen  ist, 
wurden  die  verwendeten  Promotoren  des  EF1α,  PGK,  TRE2  Gens  und  HCMV  selbst  in 
silico
728 auf Bindungsstellen mehrerer relevanter Transkriptionsfaktoren (AP-1, ATF-2, SP1) 
hin untersucht. Während der EF1α Promotor und der des CMV jeweils eine signifikante AP-1 
Bindestelle  aufweisen,  gilt  dies  nicht  für  den  PGK  und  vor  Allem  nicht  für  den  TRE2 
Promotor.  ATF-2  zeigte  in  keinem  der  Promotoren  eine  signifikante  Bindestelle.  Da  die 
Verwendung  beider  Expressionsplasmide  eine  vergleichbare  Induktion  des  AF4  zeigt, 
scheint es sich nicht um eine Promotor-gestützte Induktion sondern auf eine tatsächliche 
Stabilisierung auf der Ebene der Proteine zu handeln. Eine Induktion der AF4 mRNA wurde 
weder im endogenen Kontext noch bei Überexpression festgestellt (nicht gezeigt). Weiterhin 
ist  für  Zta  beschrieben,  dass  nur  stark  methylierte,  reprimierte  Promotoren  tatsächlich 
transaktiviert  werden  können
666,667,  die  im  Falle  der  ektopischen  Expression  i.d.R.  nicht 3. Ergebnisse 
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vorliegen. Rta benötigt hingegen für seine transaktivierende Funktion gegenüber den Genen 
meist Zta, welches in den hier durchgeführten Versuchen nicht gleichzeitig eingesetzt wurde. 
IE1 und IE2 des HCMV wirken überwiegend über SP1, welches ebenfalls im TRE2-Promotor 
keine signifikante Bindestelle aufzeigte. 
 
Abbildung 3.7.2. Stabilisierung des AF4-MPCs in Anwesenheit viraler IE Proteine. (A) Western-Blot Analyse 
von  aus  induzierten  TCZP-AF4ST  Zellen  aufgereinigter  AF4ST  MPCs  48  Stunden  nach  der  transienten 
Transfektion  eines Leervektors (pDTF) oder Expressionsplasmiden für RFP-markiertes HCMV IE1, EBV BZLF1 
oder HPV16 E6/7. Aufgetragen sind von links nach rechts ein Aliquot des eingesetzten Gesamtzelllysats (0,2%) 
sowie die Eluatfraktionen 1-6 (je 10%). Die Detektion erfolgte mit den beschriebenen, spezifischen Antikörpern für 
AF4  (links)  oder  RFP  (rechts).  (B)  Western-Blot  Analyse  der  vereinigten  Eluatfraktionen  2-5  der  in  (A) 
beschriebenen  AF4-MPCs.  Die  Detektion  erfolgte  mit  den  beschrieben,  spezifischen  Antikörpern.  Der 
proportionale Anstieg an CDK9 und CycT1 des P-TEFb mit der AF4 Menge ist sichtbar, weiterhin kann das RFP-
markierte IE1 deutlich in dem vereinigten Eluat detektiert werden. (C) Repräsentative Auftragung der erhaltenen 
Gesamtproteinmenge aus den in (A) beschriebenen, aufgereinigten AF4 MPCs in Nanogramm. Die Erhöhung der 
Expression des AF4 und der gebildeten AF4 MPCs erhöht entsprechend die Menge an aufgereinigtem Protein. 
(D)  in vitro  GFP/RFP-Fluoreszenzmikroskopie  der  in  (A)  beschriebenen, induzierten  und  transfizierten  TCZP-
AF4ST Zellen (100-fach vergrößert, repräsentativer Bildausschnitt, Belichtung GFP 0,5 s, RFP 1 s). 
Die bisherigen Ergebnisse legen einen grundsätzlichen  Mechanismus in der Verwendung 
des  AF4  durch  die  IE  Proteine  des  HCMV  und  des  EBV  nahe.  Trotzdem  konnte  in  den 
Affinitätsaufreinigungen das Zta Protein nicht identifiziert werden. Wie bereits in Kapitel 3.3. 
dargestellt ist die Methode der Reinigung entscheidend, um eine vollständige Aussage über 
die Bindung von Proteinen an den AF4 MPC zu treffen. Weiterhin waren die eingesetzten IE 3. Ergebnisse 
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Proteine über ihren C-Terminus mit einem RFP fusioniert, was zu einer Verfälschung der 
Interaktionsdaten führen könnte. Um diese Interaktion also näher zu untersuchen, wurden 
Expressionsplasmide für Flag-markiertes IE1, IE2, Zta oder Rta sowie AF4ST transient in 
293T  Zellen  transfiziert  und  48  Stunden  nach  der  Transfektion  über  das  Flag-Epitop  die 
viralen IE Proteine immunpräzipitiert. Die Analyse der Immunpräzipitationen durch Western-
Blot  bestätigte  die  Interaktion  zwischen  AF4  und  IE1  deutlich,  zeigte aber  ebenfalls  eine 
klare Interaktion mit dem HCMV IE2 und darüber hinaus eine detektierbare Interaktionen 
zwischen  AF4  und  beiden  EBV  Proteinen  Zta  und  Rta,  auch  wenn  die  Effizienz  der 
Immunpräzipitation  trotz  deutlicher  Expression  beider  Proteine  nur  gering  war  (Abbildung 
3.7.3.  A).  Aufgrund  der  schwachen  Signale  in  diesem  Versuch  und  der  ausbleibenden 
Detektion in der MPC Reinigung kann vermutet werden, dass die Interaktion zwischen AF4 
und  Zta/Rta  durch  Wechselwirkung  C-terminaler  Bereiche  vermittelt  wird,  welche  die 
gleichzeitige  Aufreinigung  verhindert.  Die  Interaktion  zwischen  AF4  und  IE1/IE2  wird 
dementgegen  vermutlich  über  den  N-Terminus  des  AF4  vermittelt,  so  konnte  in 
Immunpräzipitationen durch den AF4-spezifischen Antikörper mit N-terminalem Epitop die 
Interaktion analog zu Kapitel 3.3. nicht gezeigt werden (nicht gezeigt). Das Vorhandensein 
distinkter  Interaktionsdomänen  für  IE1/IE2  und  Zta/Rta  könnte  ein  Grund  für  den 
unterschiedlich ausgeprägten funktionellen Effekt der Proteine sein.  
Eine weitere Auffälligkeit in diesen Ergebnissen ist die detektierte Größe des Rta Proteins. 
Trotz eines kalkulierten Molekulargewichts von 68,8 kDa wird das Protein unter Verwendung 
eines  Flag-spezifischen  Antikörpers  ähnlich  dem  Zta  bei  rund  50  kDa  detektiert.  Der 
Expressionsvektor wurde durch mehrfachen Restriktionsverdau und Sequenzierung geprüft 
und  enthält  die  korrekte  CDS  des  BRLF1,  nicht  die  des  BZLF1.  Weiterhin  sind  die 
funktionellen Auswirkungen durch Verwendung dieses Vektors ähnlich aber distinkt zu dem 
des  Zta  Proteins.  Die  Ursache  für  das  Auftreten  der  apparenten  Größe  konnte  in  dieser 
Arbeit jedoch nicht aufgeklärt werden. Es ist möglich, dass es aufgrund der verwendeten 
CDS zum Spleißen der mRNA kommt und so ein verkürztes Rta entsteht. Alternativ ist es 
möglich, dass es sich - sehr ähnlich zum AF4 Protein - um ein besonderes Laufverhalten in 
der SDS-PAGE handelt. 
Um einen physiologisch relevanten Kontext der Interaktion zwischen IE1 und AF4 mehr zu 
vertiefen,  wurde  der  Effekt  der  Kooperation  beider  Proteine  auf  die  Aktivität  des  ALOX5 
Genkörpers  bestimmt.  Dazu  wurden  Expressionsplasmide  für  AF4ST  und  IE1  oder  ein 
Leervektor transient in 293T Zellen transfiziert und 48 Stunden nach der Transfektion über 
Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) und anschließender quantitativer PCR der Stand der 
generellen  Histon  3  Acetylierung  als  transkriptionell  aktive,  epigenetische  Modifikation 
bestimmt. Dabei wurden drei Abschnitte des ALOX5 Genkörpers untersucht: der Promotor 3. Ergebnisse 
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für die Transkriptionsinitiation, das Intron 1 für die arretierte Elongation und das letzte Intron 
13  für  die  produktive  Elongation.  Eine  Relation  auf  die  Leervektor-Kontrollen  zeigt  eine 
gleichmäßige, drei- bis vierfache und signifikante Erhöhung der Acetylierung des Histon 3 
über den gesamten Genkörper nach Überexpression von AF4ST (Abbildung 3.7.3. B). Damit 
wird die transkriptionell aktivierende Wirkung des AF4 unterstrichen, wobei in diesem Fall die 
Aktivierung  nicht  nur  spezifisch  für  Elongationsprozesse  gilt,  sondern  den  gesamten 
Genkörper  inklusive  Promotor  umfasst.  Eine  Co-Transfektion  mit  IE1  führt  zu  einer 
sichtbaren Repression dieses Effektes. So sinkt der Status der Acetylierung am Histon 3 z.T. 
signifikant auf ein Niveau nahe der Leervektor-Kontrolle ab, im Falle des Intron 13 sogar 
leicht darunter. Ob die Repression tatsächlich durch Inhibierung der AF4-vermittelten Effekte, 
entweder direkt oder durch kompetitive Rekrutierung des AF4 MPC, oder AF4-unabhängig 
bzw. dominant gegenüber der Aktivierung durch AF4 ist, bleibt zu untersuchen.  
Abschließend sollte die Interaktion zwischen IE1 und AF4 in einem anderem, physiologisch 
authentischeren Zellsystem untersucht werden. Dazu erfolgte die transiente Transfektion von 
Expressionsplasmiden  für  AF4ST,  IE1  oder  einem  Leervektor  in  humane 
Retinapigmentepithelzellen  (ARPE-19).  Diese  sind  beschriebene  Ziele  des  HCMV  in  der 
Primärinfektion 
568  und  sollten  daher  ebenfalls  die  in  293T  Zellen  gezeigten,  induktiven 
Effekte gegenüber AF4 zeigen. Achtundvierzig Stunden nach der Transfektion wurden die 
Zellen  fixiert,  DAPI-gefärbt  und  immun-histochemisch  durch  spezifische,  Fluoreszenz-
markierte  Antikörper  für  AF4  oder  der  5-LO  markiert.  Durch  anschließende  in-vitro 
Fluoreszenzmikroskopie gegenüber den markierten Antikörpern konnte sowohl der induktive 
Effekt der IE1 Transfektion gegenüber der 5-LO als auch gegenüber AF4 bestätigt werden 
(Abbildung 3.7.3. C, weiße Pfeile). 3. Ergebnisse 




Abbildung 3.7.3. Funktionelle Interaktion zwischen AF4 und viralen IE Proteinen. (A) Western-Blot Analyse 
der Immunpräzipitation von Flag-markierten IE Proteinen HCMV IE1, IE2 und EBV Zta und Rta. 293T Zellen 
wurden  transient  mit  Expressionsplasminden  für  AF4ST,  den  viralen  Proteinen  oder  einem  Leervektor  (NK) 
transfiziert  und  48  Stunden  nach  der  Transfektion  geerntet.  Die  Immunpräzipitation  erfolgte  mit  einem  Flag-
spezifischen Antikörper aus normierten Kernfraktionen. Gezeigt sind je ein Aliquot der eingesetzten Kernfraktion 
(2%) und der Eluat-Fraktion (33%). Die Detektion erfolgte mit den beschriebenen, spezifischen Antikörpern. (B) 
Oben: Ergebnisse der Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) auf den Zustand der Histon 3 Acetylierung im ALOX5 
Genkörper in Abhängigkeit von AF4ST und HMCV IE1. 293T Zellen wurden transient mit einem Leervektor bzw. 
Expressionsplasmiden  für  AF4ST  bzw.  HCMV  IE1  transfiziert,  nach  48  Stunden  geerntet  und  der  ChIP 
durchgeführt. Die Analyse der co-Immunpräzipitierten DNA in den Genfragmenten (Promotor, Intron 1 und Intron 
13)  wurde  mittels  qPCR  erstellt  und  ist  relativ  zur  Transfektion  mit  dem  Leervektor  aufgetragen  [+S.E.M., 
*=p<0,05]. Unten: Kontrolle homogener und distinkter Amplifikate korrekter Größe aus der qPCR durch 1,5%ige 
Agarosegelelektrophorese.  Aufgetragen  ist  je  eine  Probe  aus  den  Triplikaten.  (C)  in  vitro  GFP/DAPI/RFP-
Fluoreszenzmikroskopie zur Kontrolle der induktiven Effekte des IE1 gegenüber AF4 und der 5-LO in ARPE-19 
Zellen. Die Zellen wurden dazu transient mit Expressionsplasimden für AF4ST, HMCV IE1, 5-LO sowie einem 
Leervektor transfiziert und 48 Stunden nach der Transfektion fixiert und DAPI-gefärbt. Die fixierten Zellen wurden 
mit Fluoreszenz-markierten Antikörpern gegen AF4 und 5-LO inkubiert und anschließend unter dem Mikroskop 
dokumentiert (200-fach vergrößert, repräsentativer Bildausschnitt, Belichtung GFP 0,5 s, RFP 1 s, DAPI 0,2 s. 
Zur besseren Visualisierung der Lokalisation wurden die Bilder der Einzelkanäle zusammengelegt). Die Detektion 
des AF4 bzw. der 5-LO mittels der markierten Antikörper erfolgt nur bei gleichzeitiger Expression des IE1. 4. Diskussion 




4.1. Interaktion und Aktivierung zwischen AF4 und P-TEFb 
Der  positive  Transkriptionselongationsfaktor  b  (P-TEFb)  ist  der  entscheidende,  regulative 
Proteinkomplex in der Transition einer arretierten RNAP II zur produktiven Elongation. Dabei 
phosphoryliert  der  CyclinT1/CDK9-Komplex  die  CTD  der  RNAP  II  sowie  die  negativen 
Elongationsfaktoren  DSIF  und  NELF  und  ermöglicht  so  die  Rekrutierung  weiterer 
prozessierender  Faktoren  an  die  aktivierte  CTD  und  eine  Dissoziation  der  negativen 
Faktoren (siehe Kapitel  2.1.7.). Ohne diese aktivierenden Einflüsse kann die RNAP II im 
Falle  elongationskontrollierter  Gene  keine  prä-mRNA  synthetisieren  und  die  betroffenen 
Gene können in der Zelle nicht exprimiert werden. Aufgrund dieser zentralen Rolle des P-
TEFb Komplexes und der Kontext-abhängigen Induktion von Genexpressionsprogrammen 
ist  es  notwendig,  dass  P-TEFb  streng  reguliert  wird  und  es  einerseits  nicht  zu  einer 
übermäßigen  Aktivierung  ungewollter  Genexpression  und  andererseits  nicht  zu  einer 
Repression dieses Faktors im Bedarfsfall kommt. Während für die direkte, post-translationale 
Modifizierung der P-TEFb Untereinheiten CDK9 und CyclinT1 bereits wichtige Erkenntnisse 
über  regulativ  wirksame  Seitenketten  gewonnen  wurden,  ist  der  Mechanismus  der 
Rekrutierung  des  P-TEFb  nur  unzureichend  untersucht.  Nachdem  bekannt  wurde,  dass 
inaktives  P-TEFb  nicht  als  freies  Dimer  in  der  Zelle  vorliegt,  sondern  in  größeren 
RNA/Protein-Speicherkomplexen  (7SK  snRNPs)  gebunden  wird
361-365,  war  klar,  dass 
Mechanismen  zur  Rekrutierung  des  P-TEFb  aus  den  Speicherkomplexen  existieren 
müssten.  Ein  freies  Dissoziieren  des  P-TEFb  aus  diesen  Komplexen  im  Sinne  eines 
zellulären  Gleichgewichtes  erschien  nicht  als  wahrscheinlich,  da  in  diesem  Fall  eine 
stringente Regulation nicht gewährleistet würde. Die Rolle der Rekrutierung wurde bisher 
dem Bromodomänen-enthaltenen Protein BRD4 zugeschrieben
379, welches ursprünglich als 
Chromatin-bindendes  Protein  beschrieben  wurde
377,378  und  dessen  Anwesenheit  nicht  als 
generelles Ereignis in der Transkriptionselongation identifiziert war
479. Weiterhin erscheint die 
Rolle des BRD4 bivalent, denn es besitzt eine P-TEFb-unabhängige Kinaseaktivät für die 
RNAP II CTD, kooperiert jedoch nicht mit Tat, vermindert eher die Aktivität von P-TEFb und 
scheint für die Induktion einer Reihe von Genen nicht benötigt zu werden
379,478,479. Daher 
wurde die Vermutung laut, dass BRD4 eher für die basale Transkription notwendig ist und 
SEC-abhängige Prozesse nicht auf dessen Aktivität beruhen. Damit eröffnete sich die Frage 
nach einem anderen rekrutierenden Faktor. Während die einzelnen Komponenten der SECs 
funktionell durchaus charakterisiert wurden, war über die direkte Funktion der Mitglieder der 
AF4/FMR2-Familie  wenig  bekannt,  obwohl  sie  als  wesentliche  Faktoren  der  SECs 
identifiziert worden waren.  4. Diskussion 
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Bereits  in  den  Vorarbeiten  dieser  Arbeit  konnte  durch  stringente  Affinitätsaufreinigung 
gezeigt werden, dass AF4 Teil eines funktionellen Multiproteinkomplexes ist, der als AF4 
MPC  bezeichnet  wurde.  Interessanterweise  wurden  CDK9,  CyclinT1  und  HEXIM1,  nicht 
jedoch LARP7 oder MEPCE als Teil dieses AF4 MPC identifiziert. Weiterhin konnte durch in 
vitro  Phosphorylierungsexperimente gezeigt  werden,  dass  dieser  Komplex  an  Lysinresten 
acetyliertes CDK9 enthält. Zudem führte eine Überexpression von AF4 zu einer vermehrten 
Menge an HEXIM1, was als "negativer feed-back loop" für hyperaktives P-TEFb bereits be-
schrieben  worden  war.  Zusätzlich  konnte  AF4  ein  HIV-1  TAR-kontrolliertes 
Expressionssystem  aktivieren,  welches  obligat  von  der  Tat-abhängigen  Transition  der 
arretierten RNAP II zur elongierenden Form abhängig ist
486. Es lag damit nahe zu vermuten, 
dass AF4 ein direkter Regulator von P-TEFb ist und zwar im Sinne einer rekrutierenden und 
aktivierenden Funktion. Dass auch HEXIM1 im AF4 MPC identifiziert wurde deutet darauf 
hin, dass AF4 entscheidend an der direkten Dissoziation des 7SK snRNP beteiligt ist und 
nicht nur einen P-TEFb bindenden Faktor darstellt. Eine weitere, bedeutende Erkenntnis war 
die Tatsache, dass der t(4;11)-assoziierte AF4-MLL MPC analoge, aber stärker ausgeprägte 
Effekte gegenüber P-TEFb zeigte. Da AF4-MLL nur den N-terminalen Teil des AF4-Proteins 
enthält, scheint diese Region des Proteins eine entscheidende Funktion in der Vermittlung 
dieser  Effekte  zu  haben.  An  dieser  Stelle  soll  darauf  hingewiesen  werden,  dass  in  den 
Vorversuchen das reziproke AF4-MLL nicht gleichzeitig mit MLL-AF4 untersucht wurde, so 
dass  eine  Beteiligung  der  nur  C-terminalen  Region  des  AF4  keinen  Einfluss  auf  diese 
Ergebnisse  zeigen  konnte.  Da  AF4-MLL  als  eine  transdominant  aktive  Version  des  AF4 
gesehen  wird  und  die  Bindung  von  CDK9  an  AF4  vermutlich  über  den  N-Terminus 
geschieht
546, ist die höhere Potenz des AF4-MLL gegenüber P-TEFb erklärbar. Trotz dieser 
Erkenntnisse war ein genauer Einblick in die Wechselbeziehung zwischen AF4 und P-TEFb 
bis dato nicht gelungen. 
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  sollte  deshalb  der  Einfluss  von  AF4  auf  die  Transkription  im 
Allgemeinen und auf P-TEFb im Speziellen untersucht werden. Dabei sollte auch überprüft 
werden,  ob  AF4  eine  Rolle  als  "P-TEFb  rekrutierender  Faktor"  einnehmen  könnte.  Dazu 
mussten zwei Zelllinien etabliert werden, welche zum Einen ein System zu reproduzierbaren 
und  einfachen,  induzierbaren  Affinitätsaufreinigung  des  AF4  MPC  unter  verschiedenen 
Bedingungen  ermöglichte  (TCZP-AF4ST  Zelllinie  aus  293T  Zellen)  und  zum  Anderen  ein 
AF4 Mangelsystem, in dem die Menge verfügbaren AF4 Proteins reduziert wird und so die 
Effekte  des  AF4  gegenüber  der  Transkription  deutlich  wurden  (AF4kd  V100  aus  HeLa 
Zellen). Die Vorteile des induzierbaren Systems lagen dabei vor Allem in der Vermeidung 
des  Einsatzes  des  Proteasom-Inhibitors  MG132  und  der  Einsatz  einer  homogenen 
Zellpopulation.  Induzierte  TCZP-AF4ST  Zellen  zeigten  in  CCK-8  Messungen  eine  leicht 
erhöhte  Wachstumsrate  und  eine  verringerte,  aber  nicht  aufgehobene,  Kontakt-  und 4. Diskussion 
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Teilungsinhibition  mit  einer  Neigung  zur  Bildung  von  fluoreszenten  Foci.  Bei  der 
Interpretation  sollte  jedoch  berücksichtigt  werden,  das  CCK-8  Versuche  auf  der 
metabolischen  Aktivität  basieren  und  keine  bona  fide  Proliferationstestsysteme  sind  und 
293T Zellen weiterhin auch in nicht transfizierten Zustand in der Lage sind, über längere 
Inkubationszeiträume  (10  Tage)  in  beschränktem  Maße  Foci  zu  bilden.  Auf  der  anderen 
Seite war es nachvollziehbar, dass eine deregulierte bzw. dauerhaft aktive Transkription und 
damit  mRNA  und  Proteinsynthese  zum  gleichzeitigen  Anstieg  der metabolischen  Aktivität 
durch  den  gesteigerten  Energiebedarf  führt.  Die  AF4-abhängige  Bildung  von  Foci  ist 
ebenfalls  beschrieben
485.  Die  Affinitätsaufreinigung  aus  den  TCZP-AF4ST  Zellen  führte 
reproduzierbar zu funktionellen, P-TEFb enthaltenden AF4 MPCs, wobei im Vergleich zu den 
Vorarbeiten die einzusetzende Menge an Zellen deutlich reduziert werden konnte. 
Die Erstellung der stabilen AF4kd V100 Zelllinie wurde über das kommerzielle, lentivirale 
"MISSION® shRNA"-System der Firma Sigma-Aldrich erfolgreich durchgeführt. Aufgrund der 
Verwendung  einer  bereits  durch  die  Firma  validierten  shRNA  kam  es  nicht  zu  einer 
gleichzeitigen  Verwendung  einer  unspezifischen  Kontroll-shRNA  ("scramble").  Da  das 
Niveau an endogenem AF4 und damit im Besonderen ein durch knock-down reduziertes 
Niveau nicht im Western-Blot detektiert werden kann, wurde der Nachweis des knock-down 
durch einen hochsensiblen, AF4-spezifischen ELISA unter gleichzeitiger Kontrolle der mRNA 
Menge durch quantitative PCR durchgeführt. In beiden Fällen konnte die Herabsetzung des 
Protein-  und  mRNA-Niveaus  reproduzierbar  und  signifikant  festgestellt  werden,  wobei 
grundsätzlich eine steigende Verwendung an Virusüberstand (höhere MOI) und damit die 
steigenden  Menge  transduzierter  shRNA  zu  einem  stärkeren  knock-down  führte.  Die 
resultierende Zelllinie V100 zeigte eine Reduktion des AF4 Proteinniveaus auf ca. 40% im 
Vergleich  zu  unbehandelten  HeLa  Zellen.  Der  knock-down  war  über  mehrere  Passagen 
stabil und konnte auch nach dem Einfrieren und Auftauen der Zellen aus flüssigem Stickstoff 
festgestellt  werden.  CCK-8  Messungen  zeigten  eine  ungefähr  halbierte  metabolische 
Aktivität und ein verlangsamtes Wachstum sowie kein Erreichen eines konfluenten Zellfilms, 
was analog zu den TCZP-AF4ST Zellen am reduzierten Energiebedarf der Zellen durch eine 
verminderte  Transkription  liegen  kann.  Eine  morphologische  Untersuchung  zeigte 
verringertes Längenwachstum, eine "kauernde" Morphologie der HeLa Zellen sowie mehr 
absterbende Zellen in Kultur, was auf erhöhten Zellstress hinweist. Einhergehend mit der 
zentralen  Rolle  des  AF4  für  die  zelluläre  Transkription  zeigten  sich  die  Zellen  deutlich 
eingeschränkt lebensfähig und anfälliger für Zellstress. Welche Gene für diesen Phänotyp 
verantwortlich sind, wurde in dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht. Es sei erwähnt, 
dass  der  NFκB-vermittelte  zelluläre  Schutz  vor  Apoptose  von  der  Aktivität  des  P-TEFb 
abhängt
729. Es kann daher spekuliert werden, dass AF4kd V100 Zellen per se anfälliger für 
die Apoptose sind, was die später gezeigte Induktion des NFκB im Falle des AF4 knock-4. Diskussion 
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downs  unterstrich.  Es  war  in  jedem  Fall  eindeutig,  dass  der  knock-down  eine  negative 
Auswirkung auf die Zellen besitzt und das metabolische und wachstumsbezogene Verhalten 
zwischen TCZP-AF4ST und AF4kd V100 Zellen konträr war, wodurch diese Effekte auf die 
entsprechend enthaltene Menge an AF4 zurückzuführen waren. 
Ein  hier  zu  diskutierender  Punkt  in  der  gezeigten  Methodik  sind  die  unterschiedlichen 
Zelllinien, die verwendet wurden. Grundsätzlich sollte das System zur Vergleichbarkeit mit 
den  Vorarbeiten  in  293T  Zellen  etabliert  werden,  was  im  Falle  der  TCZP-AF4ST  Linie 
erfolgreich war. Die Erstellung einer knock-down Zelllinie aus 293T Zellen war jedoch nicht 
möglich. Da die gezeigten Reportergenexperimente bereits in HeLa Zellen etabliert waren, 
wurde daher auf die HeLa Zelllinie umgeschwenkt. Daher werden Vergleiche zwischen den 
Ergebnissen  aus  den  unterschiedlichen  Zelllinien  grundsätzlich  unter  Vorbehalt  getroffen 
bzw. die Ergebnisse vorrangig in Relation zu den Zelllinien-spezifischen Kontrollen diskutiert. 
Eine  Analyse  von  ausgewählten,  Transkriptions-assoziierten  Faktoren  unter  Einfluss  des 
AF4 knock-down aus Gesamtzelllysaten der AF4kd V100 Zellen bestätigte den aktivierenden 
Einfluss des AF4 aus P-TEFb. CyclinT1 erfährt im endogenen Kontext keine Regulation auf 
Ebene der Proteinmenge, wird aber im Falle des knock-down schwächer exprimiert, wodurch 
die Menge an assoziiertem P-TEFb verringert werden kann. Während CDK9 keine messbare 
Veränderung in der Expression selbst zeigt, verschwindet die Phosphorylierung des Thr186 
fast vollständig. Aufgrund der bis dato vorhandenen Erkenntnisse kann gefolgert werden, 
dass es sich bei dieser Modifikation tatsächlich um eine aktivierende Markierung handelt, da 
AF4 nachweislich zu einer Aktivierung des P-TEFb führte
486. Ein weiterer repressiver Effekt 
des  knock-down  entstand  gegenüber  CDK2,  deren  detektierbares  Proteinniveau  deutlich 
absank.  CDK2  aktiviert  CDK7  durch  Phosphorylierung  und  steuert  damit  einen 
entscheidenden  Aktivator  des  P-TEFb  als  auch  der  CTD  der  RNAP  II
730.  Der  Verlust  an 
CDK2 in der Zelle wies damit indirekt auf eine Inhibition des P-TEFb und der Aufrechthaltung 
des  Elongationsarrests  hin.  Es  kann  vermutet  werden,  dass  AF4  eine  induktive  bzw. 
aktivierende  Funktion  gegenüber  CDK2  vermittelt,  um  so  die  Bereitstellung  des  P-TEFb 
durch  CDK7-vermittelte  Unterbindung  der  Ausbildung  von  P-TEFb-BRD4  Komplexen  der 
basalen Transkription zu erreichen. Gemessen an der relativen Menge des Actin kam es in 
den  knock-down  Zellen  zu  einer  etwas  stärkeren  Expression  von  CDK7.  Aufgrund  der 
sinkenden Menge an AF4 und CDK2 kann dies als Gegenreaktion zur Aufrechterhaltung 
eines Reservoirs aktiver Kinase interpretiert werden. Dass die Expression des CDK7 direkt 
von AF4 repressiv reguliert ist, wird allerdings als wenig wahrscheinlich angesehen, insofern 
dass CDK7 als Teil des TFIIH zu den GTFs zählt und nicht nur speziell in der Elongation 
fungiert. 4. Diskussion 
     
102 
 
Abseits der CDKs führte der AF4 knock-down zu einer stärkeren Expression von NFκB sowie 
von MENIN. Beide Proteine wurden in der Folge als AF4 N-terminal assoziierte Faktoren 
identifiziert,  p65  wurde  bereits  in  den  Vorarbeiten  als  Teil  des  AF4  MPC  gefunden. 
Gleichzeitig  sind  der  Tumorsuppressor  MENIN  und  p65/RELA  interessanterweise  als 
Gegenspieler  in  ihrer  transaktivierenden  Funktion  beschrieben
731.  Eine  Repression  der 
MENIN Expression durch AF4 erscheint insofern sinnvoll, als dass MENIN über den MLL-
Komplex die CDK-Inhibitoren p18 - und vor allem p27 - transkriptionell aktiviert und somit 
CDK2 inhibiert
732. Die Transkription von NFκB ist hingegen von P-TEFb abhängig
729, von 
daher kann eine Inaktivierung des P-TEFb durch den Verlust funktioneller AF4-SECs eine 
potentiell ausgleichende Induktion der Expression des p50 als auch des p65 herbeiführen. 
Weiterhin interagiert BRD4 mit p65 im Sinne einer transkriptionellen Aktivierung
733. Durch 
eine Verminderung der AF4 Menge können Faktoren wie RELA oder MENIN auch andere 
Funktionen übernehmen, wie z.B. eine Induktion der Transkription am NFκB1 Gen. Inwiefern 
der AF4 MPC an solchen Prozessen beteiligt ist, bleibt abzuklären. Grundsätzlich würde ein 
solches  Modell  die  Akkumulation  der  interagierenden  Transkriptionsfaktoren  erklären,  als 
auch  deren  fehlende  Lokalisation  an  ihren  genomischen  Wirkorten  gleichzeitig  auch  die 
Signale zur Degradation bzw. Promotorrepression nach abgeschlossener induktiver Wirkung 
unterbindet.  
Da  CDK2,  CDK7  und  MENIN  sowie  das  p50  des  NFκB  Transkriptionsfaktors  als  neue 
interagierende  Faktoren  mit  dem  AF4  MPC  identifiziert  wurden,  sollte  deren  potentielle 
Inkorporation in den MPC geprüft werden. Dazu wurden sowohl der AF4 MPC als auch der 
AF4N MPC aufgereinigt und identisch zu den obigen Versuchen mit spezifischen Antikörpern 
auf die Anwesenheit der entsprechenden Faktoren getestet. Aus den Ergebnissen lassen 
sich  zwei  wichtige  Aussagen  ableiten.  Zum  Einen  zeigte  der  aufgereingte  AF4  MPC  wie 
bereits beschrieben die Interaktion mit P-TEFb und RELA, während weder p50 noch CDK2, 
CDK7 oder MENIN detektierbar waren. Analog zu den Vorarbeiten ist die Bindekapazität des 
AF4  daher  eher  gering,  vergleicht  man  die  Menge  gereinigten  AF4  gegenüber  dem 
detektierbaren  P-TEFb.  Weiterhin  war  die  Thr186-P  Modifikation  im  AF4  MPC  nicht 
erkennbar, auch wenn dies rein technisch an dem geringen Niveau des CDK9 liegen könnte. 
Betrachtet  man  vergleichend  die  Situation  am  AF4N  MPC  wird  sowohl  das  breitere 
Interaktionsspektrum  als  auch  die  deutlich  stärkere  Assoziation  mit  den  untersuchten 
Faktoren deutlich. So konnten trotz vergleichbarer Ausbeute in der Aufreinigung zusätzlich 
p50, CDK7 und MENIN identifiziert werden, CDK2 blieb weiterhin abwesend. Damit verfügt 
der AF4N-MPC sowohl über einen internen, P-TEFb regulierenden Faktor (CDK7) als auch 
über den vollständigen NFκB sowie einen weiteren Transkriptionsfaktor, MENIN. Zusätzlich 
war ein großer Teil des inkorporierten CDK9 mit der Thr186-P Modifikation versehen. Der 
AF4N  MPC  bildet  damit  eine  zwar  nicht  physiologische  aber  in  der  t(4;11)  induzierte, 4. Diskussion 
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bezüglich P-TEFb aktivierte Version des AF4 MPC. Dass CDK2 in beiden Komplexen nicht 
zu finden war, durch den knock-down jedoch in seiner Expression gemindert wird, deutete 
darauf hin, dass die regulativen Effekte des AF4/AF4N Proteins nicht lediglich auf Mitglieder 
des assemblierten MPC, also durch Protein-Protein-Interaktionen vermittelt, wirken, sondern 
vermutlich durch Kontrolle der Genexpression zustande kommen. 
Wie das AF4N Protein seine potenteren Interaktionen zu den oben beschriebenen Faktoren 
vermittelt, ist noch völlig unklar. Neue Untersuchungen an AF5/AFF4 haben jedoch gezeigt, 
dass  zum  Einen  dessen  N-Terminus  (NHD  Domäne)  analog  an  P-TEFb  bindet  und  zum 
Anderen,  dass  jede  eingegangene  Protein-Protein  Interaktion  flexible  Konformations-
änderungen  am  Protein  induzieren  (fold-on-demand),  welche  zur  SEC  Assemblierung 
beitragen
734,735.  Aufgrund  der  gemeinsamen  NHD-Domäne  sind  die  hier  aufgezeigten 
Interaktionen mit P-TEFb an AF4 und AF4N nachvollziehbar. Das diese Proteinfamilie eine 
höchst flexible, adaptive Protein-Konformation besitzt, die Kontext-abhängig modifiziert wird, 
wäre  eine  mögliche  Erklärung  für  die  erhöhte  Bindekapazität  des  AF4N.  Aufgrund  der 
fehlenden  C-terminalen  Sequenzen  könnte  AF4N  eine  fixierte,  P-TEFb  bindende 
Konformation einnehmen, welche nicht durch Interaktionen mit anderen SEC Komponenten 
(ENL, AF9 etc.) gestört wird. Diese sind für Sequenzen abseits des N-Terminus beschrieben. 
Das die Bindekapazität des AF4N in ihrer Potenz analog zu der des AF4-MLL war
486, weist 
zusätzlich  darauf  hin,  dass  solche  Konformationsänderungen  sequenzspezifisch  sind  und 
nicht durch "fremde" Proteindomänen wie z.B. von denen des MLL induziert werden. Der N-
Terminus  des  AF4  könnte  damit  auch  im  AF4-MLL  seine  fixierte,  P-TEFb-affine 
Konformation einnehmen. Inwiefern die Bindung des AF4-MLL an andere, AF4-assoziierte 
Faktoren  wie  BRD4  oder  DOT1  in  einem  solchen  Fall  hergestellt  wird  und  wie  die 
funktionellen Konsequenzen gegenüber P-TEFb sind, bleibt zu klären. Es ist möglich, dass 
die  P-TEFb  affine  Konformation  ebenfalls  die  Homodimerisierung mit  AF4  unterstützt  (so 
wurde in den Vorarbeiten auch AF4 im AF4-MLL MPC identifiziert) und abseits der Bindung 
von P-TEFb so eine Interaktionsplattform zu solchen Faktoren geschaffen wird. Weiterhin ist 
ein  sequentielles  Modell  möglich,  das  eine  abwechselnde/aufeinanderfolgende  Bindung 
zeigt. So könnte der AF4 N-Terminus vorrangig der Bindung von P-TEFb dienen, aber nach 
der  Transition  der  arretierten  RNAP  II  zur  produktiv  elongierenden  Form  für  weitere 
Elongations-assoziierte  Interaktionen  wie  mit  DOT1/CARM1  zur  begleitenden  Etablierung 
epigenetischer Signaturen eingesetzt werden. 
Um auch hier nachzuweisen, dass die Bindung spezifisch für den N-Terminus des AF4 ist, 
wurde  ein  kompetitiver  Versuch  durchgeführt.  Die  Immunpräzipitation  des  AF4  und  auch 
AF4N durch einen spezifischen, kommerziellen Antikörper, der als Epitop den N-Terminus 
des  AF4  erkennt  und  in  der  Folge  bindet,  müsste  gemäß  obiger  Annahme  zum 4. Diskussion 
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Bindungsverlust führen. Zum Einen kommt es zu einer rein sterischen Konkurrenz zwischen 
dem  anspruchsvollen  Antikörperprotein  und  AF4-Bindungsfaktoren,  zum  Anderen  müsste 
selbst  bei  einem  nicht-überlappenden  Bindungsmotiv  die  Bindung  des  Antikörpers  die 
Ausbildung  der  affinen  Konformation  blockieren.  Der  Bindungsverlust  konnte  tatsächlich 
deutlich  gezeigt  werden,  in  beiden  Fällen  kommt  es  trotz  erfolgreicher  Präzipitation  des 
AF4/AF4N zur Detektion von keinem der bekannten Bindepartner. Wie beschrieben handelt 
es sich bei den Signalen in der p65/p50-Spur um eine Kreuzreaktion mit dem eingesetzten 
Antikörper.  Damit  wurde  gezeigt,  dass  der  N-Terminus  des  AF4  die  entscheidende 
Bindungsdomäne für P-TEFb und weitere Transkriptions-assoziierte Faktoren ist. 
Da  sowohl  AF4  als  auch  AF4N  eine  P-TEFb  Bindung  zeigten,  wurde  eine  mögliche 
Konkurrenz  beider  Proteine,  die  im  Falle  der  t(4;11)-Translokation  gleichzeitig  existieren, 
untersucht. Dazu wurde N-terminal BFP-markiertes CycT1 zusammen mit AF4, AF4N oder 
einer Kombination beider transient in 293T Zellen transfiziert und immunpräzipitiert. Sowohl 
AF4  als  auch  AF4N  wurden  über  BFP-CycT1  als  auch  endogenes  CycT1  co-
immunpräzipitiert.  Im  Falle  der  Konkurrenzsituation  war  die  jeweilige  Co-Präzipitation 
ebenfalls zu beobachten, auch wenn im direkten Vergleich ein leichtes Favorisieren für AF4 
bzw. eine Reduktion der AF4N Co-Präzipitation erkennbar war. Nichtsdestotrotz war keine 
obligate  Konkurrenz  erkennbar.  Dies  war  für  die  Pathogenese  einer  t(4;11)-Translokation 
insofern  eine  wichtige  Erkenntnis,  als  dass  endogenes  AF4  in  der  transfomierten  Zelle 
parallel  zu  AF4-MLL  immer  noch  funktionell  aktiv  sein  kann.  Die  gleichzeitige, 
fluoreszenzmikroskopische Betrachtung der transfizierten Zellen zeigte darüber hinaus sogar 
kooperative Effekte beider Proteine. Im Vergleich zu einer alleinigen Transfektion von BFP-
CycT1 zeigte die Ko-Transfektion mit AF4 und AF4N eine stärkere Expression des BFP-
CycT1,  was  mit  den  knock-down  Daten  korreliert,  sowie  eine  diffusere  und  punktierte 
Verteilung im Zellkern. Diese Effekte werden später ausführlich diskutiert. 
4.2. CDK9-Acetylierung durch AF4 und Abhängigkeit von HDACs 
In den Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass das in den AF4 MPC aufgenommene CDK9 
an seinen Lysinresten acetyliert ist
486. Es wurde in den vorangegangenen Untersuchungen 
jedoch  nicht  geklärt,  welcher  oder  welche  der  vorhandenen  Lysinreste  post-translational 
modifiziert  wird.  Da  mehrere  Seitenketten  des  Proteins  als  Ziele  einer  funktionellen 
Acetylierung  durch  p300  oder  GCN5/PCAF  beschrieben  waren
432,433,  wurde  zunächst 
untersucht, welche dieser Reste in Anwesenheit des AF4 genau acetyliert werden. Dazu 
wurden durch zielgerichtete Mutagenese Alanin- und Arginin-Mutanten der Lysine K44 sowie 
K48/K49  erstellt  und  auf  deren  Acetylierungsstatus  überprüft.  Die Wahl  eines  Alanin  und 
eines Arginin in der Mutagenese sollte zwischen zwei Formen der potentiellen Inaktivierung 4. Diskussion 
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des CDK9 unterscheiden. Eine Arginin-Mutante (basische Seitenkette) der K48/K49 Lysine 
sollte durch die hohe sterische und elektrochemische Analogie zu dem endogenen Lysin die 
Fähigkeit der Interaktion mit der ATP-Bindetasche aufrecht erhalten und somit funktionell nur 
durch  die  fehlende  Möglichkeit  der  Acetylierung  beeinflusst  werden.  Die  Alanin-Mutante 
(nicht-basische Seitenkette) sollte aufgrund des Verlust der positiven Ladung in ε-Position 
und der verkürzten Seitenkette nicht mehr als essentieller Bestandteil der ATP-Bindetasche 
fungieren  können  und  somit  eine  ATP-Bindung  unmöglich  machen.  Obwohl  eine  solche 
Funktion für K44 nicht beschrieben war, wurde zum genauen Vergleich analoge Mutanten 
erstellt (K44A, K44R). Alle Mutanten, sowie nicht mutiertes, Flag-markiertes CDK9, wurden 
in 293T Zellen gleichmäßig exprimiert und in korrekter Größe in der Kernfraktion detektiert. 
Damit  standen  sie  grundsätzlich  für  die  Verwendung  in  SECs  oder  AF4  MPCs  zur 
Verfügung.  
Eine gleichzeitige Co-Transfektion mit AF4ST und die folgende Immunpräzipitation der Flag-
markierten  Proteine  über  einen  Flag-spezifischen  Antikörper  zeigte  eine  verstärkte,  AF4-
abhängige Lysin-Acetylierung am CDK9 im Vergleich zu allen eingesetzten Mutanten. Damit 
ist die starke Acetylierung des CDK9 im AF4 MPC, welche bereits im Vorfeld gezeigt wurde, 
direkt durch AF4 induziert. AF4 rekrutiert damit nicht lediglich bereits acetyliertes CDK9 in 
den MPC, sondern induziert auch dessen Bereitstellung. Diese Reaktion benötigte jedoch 
die  Anwesenheit  aller  drei  Lysine  K44,  K48  und  K49.  Der  genaue  Mechanismus  dieser 
Modifikation bleibt aufzuklären, aber AF4 hat selbst keine enzymatische Funktion im Sinne 
einer Acetyltransferase und im Gegensatz zum AF4-MLL MPC auch keine Komplexpartner 
wie CREBBP/p300. Eine Interaktion mit dem MLL-Komplex ist zwar denkbar, der Nachweis 
steht aber noch aus. Dieses Ergebnis war jedoch erneut eine unterstützender Erkenntnis für 
die potente onkogene Funktion des AF4-MLL, welches über seinen C-terminalen MLL-Teil 
und die TAD-Domäne selbstständig CREBBP/p300 binden kann und somit CDK9 parallel zu 
dessen Rekrutierung in cis aktivieren könnte. 
Eine distinkte Acetylierung konnte mit keiner Mutante, unabhängig von der Substitution zu 
Alanin oder Arginin, detektiert werden. Dies führte zu zwei Schlussfolgerungen. Zum Einen 
war  die  Funktionalität  der  ATP-Bindetasche  bzw.  die  ATP-Bindung  für  den 
Acetylierungsstatus  der  CDK9  nicht  relevant.  Zum  Anderen  muss  eine  bisher  nicht 
aufgeklärte  Wechselwirkung  zwischen  dem  Acetylierungsstatus  dieser  Lysine  stattfinden. 
Dies wird auch in den Ergebnissen von Sabo et al. deutlich, in deren Untersuchung nur die 
Doppelmutante  K44R,  K48R  einen  tatsächlich  vollständigen  Verlust  der  Acetylierung 
zeigte
433. Um nähere Informationen über diese Wechselwirkung zu erhalten und um eine 
vermutete  Rolle  der  HDAC8  in  der  Regulation  der  CDK9  Acetylierung  zu  untersuchen, 
wurden CDK9 als auch beide Alanin-Mutanten in Anwesenheit von zwei HDAC-Inhibitoren 4. Diskussion 
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(TSA,  Klasse  I/II  Pan-HDAC-Inhibitor  und  SB-379278A,  spezifischer  HDAC-8-Inhibitor 
(Klasse I)) exprimiert. Während in mit Leervektor transfizierten Zellen erwartungsgemäß ein 
deutlicher Anstieg der Acetylierung des CDK9 im Falle der Zugabe von TSA sichtbar war, 
zeigte auch die Verwendung von SB-379278A einen leichten Anstieg.  
Die  Expression  der  CDK9  Mutanten  zeigte  hingegen  ein  völlig  anderes  Ergebnis.  Eine 
Überexpression der K44A Mutante führte zu einer starken Reduktion der Lysin-Acetylierung 
durch  Einsatz  von  TSA,  während  die  K48/K49A-Mutante  völlig  unbeeinflusst  blieb.  Der 
Einfluss von SB-379278A blieb hingegen in jedem Fall unverändert. Diese Effekte kamen 
nicht durch eine HDACi-vermittelte Beeinflussung des Proteinniveaus des CDK9 zustande. 
Da  TSA  seine  inhibierende  Wirkung  nur  gegen  Klasse  I/II-HDACs  zeigt,  lässt  sich 
schlussfolgern, dass gemäß den Daten der K44A-Mutante die Deacetylierung der Lysine 48 
und 49 über Sirtuine (oder HDAC11 als einzige Klasse IV-HDAC) abläuft. Weiterhin ist eine 
Deacetylierung (oder wie hier gezeigt die Abwesenheit) dieser Lysine notwendig, um eine 
Acetylierung des Lysin 44 einzuleiten, welches wiederrum durch die TSA-sensitive HDAC3 
deacetyliert  werden  kann.  Die  invarianten  Effekte  des  SB-379278A  sind  möglicherweise 
unspezifisch und auf die hohe eingesetzte Konzentration rückzuführen. Effekte stellten sich 
erst ab einer Konzentration von 50 µM im Kulturmedium ein, während ein in-vitro Inhibitor-
Screening an bakterieller HDAC8 ein IC50 von 500 nM zeigte
736. Da HDAC8 eine Klasse I-
HDAC  ist,  sollte  sie  durch  TSA  ebenfalls  inhibiert  werden  und  analoge  Effekte  zu  der 
Behandlung mit TSA zeigen. Dies gilt nicht für die Expression des CDK9 bzw. der K44A-
Mutante. Es ist dabei jedoch nicht auszuschließen, dass grundsätzlich weitere Seitenketten 
des CDK9 acetyliert vorliegen und über HDAC8 deacetyliert werden können. 
4.3. Rekrutierung von P-TEFb 
Aufgrund  der  bis  hier  präsentierten  Ergebnisse  wird  deutlich,  das  AF4  bzw.  dessen  N-
Terminus eine aktivierende Wirkung auf den P-TEFb hat. Sie binden sowohl CDK9 als auch 
CyclinT1, nicht aber LARP7, und induzieren eine aktivierende Acetylierung von CDK9, was 
zu  einer  verstärkten  Phosphorylierung  der  RNAP  II  CTD  und  der  Aktivierung  eines 
Elongations-basierten  Versuchssystems  führte.  Gleichzeitig  waren  regulativ  aktivierende 
Effekte gegenüber P-TEFb-assoziierten Faktoren wie CDK7 und CDK2 sichtbar. Es stellte 
sich daher auch vor dem Hintergrund der nicht generellen Rolle des BRD4, bzw. dessen 
Anwesenheit im AF4 MPC, die Frage, ob AF4 per se ein rekrutierender Faktor von P-TEFb 
ist.  Um  dies  zu  untersuchen,  wurden  sowohl  zellfreie  als  auch  zellbasierte  Versuche 
durchgeführt, die eine Dissoziation des P-TEFb von LARP7 anzeigen sollten. LARP7 selbst 
ist fest mit der 7SK snRNA und nur transient mit CycT1 verbunden
372,373. Die Transition in 
den Speicherkomplex wird zwar primär durch HEXIM1 vermittelt
364,369, da dieses jedoch als 4. Diskussion 
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Komponente  des  AF4  MPCs  identifiziert  werden  konnte
486,  ist  die  Existenz  von  P-TEFb-
HEXIM-AF4  Übergangszuständen  vorstellbar.  Dies  disqualifizierte  die  Interaktion  mit 
HEXIM1 als optimalen Indikator für eine Integration in die Speicherkomplexe.  
Eingangs wurde mit Absicht ein komplexes System gewählt, um den Rekrutierungsprozess 
aufzuzeigen. So wurden getrennt CDK9 und AF4ST, HCMV IE1 oder 5-LO in 293T Zellen 
überexprimiert  und  erst  nach  der  Erstellung  von  normierten  Gesamtzelllysaten  diese 
Faktoren durch Vereinigung der Lysate kombiniert. Dieses System gewährleistete zum Einen 
die Anwesenheit aller beteiligten - auch stark transienten - Faktoren in der Reaktion und zum 
Anderen führt die getrennte Expression zur Vermeidung von Ungleichgewichten, die durch 
eine  unterschiedliche  Expressionskinetik  entstehen  könnten.  So  könnte  durch  getrennte 
Expression  in  den  CDK9-exprimierenden  Zellen  ein  Reservoir  an  Speicherkomplexen/P-
TEFb entstehen und im anderen Fall der AF4 MPC ohne Störung durch die Präsenz eines 
CDK9/P-TEFb  Überschusses,  der  eine  Vorsättigung  des  Systems  bedeuten  könnte, 
assembliert werden. Weiterhin ist die Verwendung von CDK9 als zu exprimierenden Faktor 
aus zwei Gründen dem CyclinT1 vorzuziehen. Erstens bildet CDK9 keine direkten Kontakte 
zu LARP7 aus, wodurch unspezifische Interaktion vermieden wird, und zweitens ist CDK9 
bereits  im  endogenen  Kontext  der  variable  Faktor  bei  der  Bildung  des P-TEFb,  während 
CyclinT1  in  seinem  Proteinniveau  relativ  konstant  ist.  Die  Errichtung  eines  stärkeren 
Angebots  an  CDK9  und  eine  folgende  Bildung  von  funktionellem  P-TEFb  ist  damit  ein 
zelleigener Prozess und deshalb weniger artifiziell. 
Tatsächlich führte die Kombination beider Lysate und die folgende Immunpräzipitation des 
CDK9  zu  einem  Verlust  an  detektierbarem  LARP7  im  Falle  einer  Überexpression  von 
AF4ST. Gleiche Ergebnisse konnten auch mit dem IE1 Protein des HCMV erzielt werden. 
Dies galt nicht für die Expression eines Leervektors oder eines Kontrollproteins, wie z.B. der 
5-LO.  Damit  konnten  zum  Einen  eine  unspezifische  Aktivierung  des  P-TEFb  durch 
Transfektion  der  Zellen  oder  die  Expression  eines  beliebigen  Konstrukts  ausgeschlossen 
werden. Zum Anderen zeigte die völlige Abwesenheit des LARP7 in den Präzipitaten, dass 
nicht  die  Speicherkomplexe  an  sich,  sondern  nur  das  dort  enthaltene  P-TEFb  rekrutiert 
wurde. 
Um das System feiner aufzulösen wurde in ein zellfreies System gewechselt. Dazu wurden 
über Flag-markiertes CDK9 aus 293T Zellen Speicherkomplexe aufgereinigt und damit aus 
den  Zellen  isoliert  und  mit  rekombinanten,  GST-markierten  Proteinen  (GST-AF4N,  GST-
HEXIM1)  inkubiert.  Als  Positivkontrolle  für  eine  Auflösung  der  Speicherkomplexe  diente 
RNase, die durch den Abbau der 7SK snRNA die Speicherkomplexe vollständig auflöste. 
Nach  Inkubation  wurden  das  Matrix-gebundene  CDK9  (P-TEFb)  von  den  Überständen 
getrennt (Speicherkomplexe). Die Analyse dieser beiden Fraktionen im Western-Blot zeigte, 4. Diskussion 
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dass  RNase  zur  physischen  Dissoziation  von  P-TEFb  aus  den  Speicherkomplexen  führt, 
während  LARP7  nur  in  der  Überstandfraktion  nachzuweisen  war.  GST-AF4N  und  GST-
HEXIM1  konnten  dies  erwartungsgemäß  nicht,  da  zusätzliches  HEXIM1  nicht  in  die 
Speicherkomplexe inkorporiert werden kann. Die Entdeckung, dass das rekombinante GST-
AF4N nicht in der Lage war, P-TEFb von dem Speicherkomplex zu trennen, deutete klar 
darauf  hin,  dass  weitere  Faktoren  dafür  notwendig  sind.  Es  gibt  dafür  eine  Reihe  von 
potentiellen Kandidaten. So wurde BRD4 als Komponente des AF4 MPC gefunden, was ein 
Modell befürwortet, in dem dieser MPC über AF4 an die Speicherkomplexe bindet und BRD4 
abseits der SECs die aktive Rekrutierung vornimmt. Weiterhin sollte berücksichtigt werden, 
dass  hier  nur  der  N-Terminus  des  AF4  eingesetzt  wurde.  Vor  allem  in  Hinblick  auf  die 
gedacht  flexible  Konformation  der  AF4/FMR2-Familienmitglieder  könnte  zwar  der  N-
Terminus ausreichend für die Bindung an P-TEFb sein (s.o.), die Herauslösung aus dem 
Speicherkomplex  jedoch  einen  Bindungs-induzierte  Konformationswechsel  benötigen,  der 
z.B. unterstützende Faktoren wie BRD4 proximal zu P-TEFb oder der 7SK snRNA platziert. 
Dieser Wechsel  benötigt  vermutlich  weiter  C-terminal  liegenden  Sequenzen  des  AF4.  Es 
sollte hierbei berücksichtigt werden, dass die Produktion eines vollständigen, rekombinanten 
AF4 aufgrund der Größe des Proteins nicht zu bewerkstelligen war. Der sukzessive Einsatz 
anderer, ergänzender rekombinanter Fragmente des AF4 kann hingegen das Problem einer 
bedingenden  Konformation  nicht  lösen.  Es  wurde  hier  weiterhin  bewusst  kein 
affinitätsgereinigter AF4/AF4NST MPC eingesetzt, da in diesen bereits P-TEFb vorliegt und 
damit a) eine weitere Rekrutierung vermutlich nicht oder nur eingeschränkt vollzogen wird 
und b) die Verhältnisse eingesetzter Faktoren (P-TEFb/HEXIM1) nicht mehr vergleichbar zu 
den  Kontrollen  sind.  Das  die  Präsenz  der  N-terminal  fusionierten  GST-Markierung  eine 
artifizielle Blockade für die bindende Funktion des AF4N darstellt, konnte hingegen durch die 
folgenden Versuche ausgeräumt werden. 
Der  eben  beschriebene  Versuch  wurde  analog  mit  der  Überexpression  von  zwei  in  ihrer 
Aktivität  modifizierten  Varianten  des  CDK9,  nämlich  CDK9T186A  (inaktiviert)  und 
K48A/K49A  (aktiviert),  durchgeführt.  Hier  sollte  die  Sensitivität  der  Ausbildung  der 
Speicherkomplexe gegenüber funktionellen Modifikation des CDK9 getestet werden. Beide 
Varianten  des  CDK9  zeigten  weder  in  der  Matrixfraktion  noch  in  der  Überstandfraktion 
detektierbares  LARP7,  was  darauf  hinweist,  dass  sie  nicht  in  Speicherkomplexe 
eingebunden werden. Damit konnte gezeigt werden, dass eine korrekte post-translationale 
Modifikation  von  CDK9  essentiell  dafür  ist,  dass  P-TEFb  in  die  Speicherkomplexe 
aufgenommen wird. Dass die aktivierte Variante K48A/K49A keine Assoziation mit LARP7 
zeigte wies darauf hin, dass die inaktivierende Acetylierung dieser Lysine eine Rolle in der 
Bindung an HEXIM1 spielt. Vermutlich kann diese Bindung nur mit einer blockierten ATP-
Bindetasche  induziert  werden,  um  die  ungewollte  Blockade  aktivem  P-TEFbs  bzw.  die 4. Diskussion 
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fälschliche Bindung von ATP an inaktive Komplexe zu unterbinden. Die T186A Variante des 
CDK9  ist  zwar  dauerhaft  inaktiv  und  sollte  daher  in  den  Speicherkomplexen  vermutet 
werden.  Da  jedoch  die  Interaktion  mit  CyclinT1  einen  Phosphorylierung  ebendieser 
Seitenkette induziert, ist es möglich, dass diese Mutante zwar CyclinT1 bindet (wie in dieser 
Arbeit gezeigt), aber niemals funktionell aktiviert wird. Inwiefern dies ein Hinweis darauf ist, 
dass  P-TEFb  erst  nach  Durchführung  seiner  enzymatischen  Aktivität  in  die 
Speicherkomplexe  integriert  wird,  bleibt  aufzuklären.  Im  Sinne  einer  ökonomischen 
Genexpression ist dies jedoch sehr wahrscheinlich. 
Um herauszufinden, ob AF4N nur freies P-TEFb bindet, wurde diese Interaktion mit Hilfe von 
rekombinantem  GST-AF4N,  GST  als  Negativkontrolle  und  GST-Tat  als  Positivkontrolle 
untersucht. Dazu wurden diese Proteine an eine GST-spezifische Matrix gebunden und mit 
Gesamtzelllysaten aus 293T Zellen inkubiert. Anschließend wurden die Proteine vom Lysat 
separiert, von der Matrix eluiert und aus den Elutions-Fraktionen die 7SK snRNA gewonnen 
und mittels quantitativer PCR relativ quantifiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass GST-
AF4N signifikant mehr (~5fach) 7SK snRNA bindet als die GST-Negativkontrolle, gleichzeitig 
aber nicht die gleiche Potenz wie das Tat Protein zeigte. Der N-Terminus des AF4 ist damit 
in  der  Lage,  nicht  nur  freies  P-TEFb  zu  binden,  sondern  auch  mit  einem  integralen 
Bestandteil der Speicherkomplexe zu interagieren. Umgekehrt führte die Untersuchung in 
den inkubierten Lysaten zu einer deutlichen Reduktion an 7SK snRNA. Dies war der Fall bei 
Verwendung einer kommerziellen RNase, bei der Inkubation mit GST-AF4N und mit einem 
Lysat aus AF4ST überexprimierenden 293T Zellen. Da in diesem Versuch das eingesetzte 
GST-AF4N vor Isolierung der RNA nicht entfernt wurde, ist dieser Effekt nicht mit einer 7SK 
snRNA  Depletion  des  Lysates  zu  erklären.  Es  handelte  sich  vielmehr  hierbei  um  eine 
spezifische Degradation der 7SK snRNA. Um die Spezifität zu zeigen, wurde eine Relation 
der Kopienzahl zu β-Actin RNA durchgeführt. Damit wurde deutlich, dass AF4 zumindest 
indirekt  die  7SK  snRNA  binden  und  eine  Rekrutierung  des  P-TEFb  durch  deren gezielte 
Degradation einleiten konnte. 
Auf Basis dieser Ergebnisse, nämlich die Interaktion zwischen AF4 und P-TEFb bzw. der 
7SK  snRNA  ist  die  Rekrutierung  des  P-TEFb  vermutlich  die  zentrale  Funktion  des  AF4 
Proteins. Obwohl die Bindung von P-TEFb an den N-Terminus des AF4 bereits mehrfach in 
dieser und anderen Arbeiten gezeigt wurde, ist noch völlig unklar, ob unterschiedliche P-
TEFb-haltige Komplexe existieren. Um die Verteilung des P-TEFb Heterodimers aufzuklären, 
wurden  Gesamtzelllysate  aus  mit  AF4ST  oder  AF4NST  transfizierten  293T  Zellen  sowie 
einer  Leervektor-Negativkontrolle  über  einen  0-40%igen  Glycerolgradienten  aufgetrennt. 
Dabei kommt es zu einer Auftrennung der Proteine bzw. der Proteinkomplexe gemäß ihres 
Molekulargewichts als Funktion der durch den Glycerolgehalt ansteigenden Viskosität in den 4. Diskussion 
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Fraktionen  des  Gradienten.  Die  Betrachtung  der  Negativkontrolle  zeigte  eine  heterogene 
Verteilung des CDK9 über die Fraktionen des Gradienten. Eine Ausnahme bildete die erste 
Fraktion  (Lysatüberstand),  was  ein  vollständiges  Eindringen  des  Lysatproteine  in  den 
Gradienten  bewies.  Die  gleichzeitige  Betrachtung  der  Verteilung  des  LARP7  zeigte  eine 
Fokussierung  auf  niedrigviskose  Fraktionen  (5-15%),  was  die  höher-molekularen 
Speicherkomplexe repräsentierte. Analog zu den Ergebnissen aus HeLa Zellen war ungefähr 
die  Hälfte  des  CDK9  in  LARP7-enthaltenden  Fraktionen  vorhanden  und  damit  vermutlich 
inaktiv  in  den  Speicherkomplexen.  Die  Überexpression  von  AF4ST  oder  AF4NST  führte 
hingegen zu einer uniformen und deutlichen Veränderung dieser Verteilung. Ein Großteil des 
CDK9 verschob sich in niedrigviskose Fraktionen (10-20%), in denen sowohl AF4 als auch 
AF4N detektiert wurden. Gleichzeitig kam es zu einer Verdrängung des LARP7 aus diesen 
Fraktionen und zu einer Retention in höher viskose Fraktionen (20%+). Um nachzuprüfen, ob 
die  Co-Fraktionierung  des  AF4  und  CDK9  spezifisch  ist,  wurde  aus  den  Fraktionen  des 
Gradienten eine Immunpräzipitation des AF4 durchgeführt, die eine Interaktion mit CDK9 in 
der Eluat-Fraktion aufzeigte.  
Dieses  Resultat  führte  zu  einigen  interessanten  Interpretationen.  Zum  Einen  waren  die 
AF4/P-TEFb Komplexe durch ihre Lokalisation in höher viskosen Fraktionen etwas kleiner 
als  die  Speicherkomplexe.  Dies  deutete  darauf  hin,  dass  der  2  MDa  AF4  MPC  eine 
dynamische  Zusammensetzung  hat  und  ein  Teil  der  assoziierten  Proteine  nicht  immer 
gleichzeitig  bindet.  Es  existieren  vermutlich  distinkte  Kontext-abhängige  Kompositionen 
(AF4/P-TEFb,  AF4/DOT1,  SECs  etc.),  was  im  Einklang  zu  der  beschriebenen  flexiblen 
Bindekonformation steht (fold-on-demand). Analog zu der erhöhten Bindekapazität und mehr 
bindenden Faktoren war der AF4N MPC leicht zu höheren Molekulargewichten verschoben. 
Zum Anderen war die Umverteilung des LARP7 insofern bemerkenswert, als dass LARP7 
nur noch in sehr hochviskosen Fraktionen gefunden wurde. Betrachtet man die Komposition 
der  Speicherkomplexe,  bildet  der  Anteil  des  P-TEFb  weniger  als  die  Hälfte  des 
Molekulargewichts und das Auftreten von 300+ kDa großen Komplexen in diesen Fraktionen 
ist  zudem  unwahrscheinlich.  Es  konnte  vielmehr  davon  ausgegangen  werden,  dass  dies 
freies LARP7 darstellte, also die Desintegration der Speicherkomplexe durch Degradation 
der 7SK snRNA in diesem System nachgestellt werden konnte. Ein direkter Nachweis einer 
solchen Degradation war an dieser Stelle leider nicht möglich, da die Isolierung der RNA aus 
den stark glycerolhaltigen Fraktionen keine Ergebnisse erbrachte. 
Weiterhin wurde analog zu den Arbeiten von Fujinaga et al.
724 eine Fraktionierung von 293T 
Zellen  durchgeführt,  die  entweder  mit  AF4ST  oder  einer  Leervektor-Kontrolle  transient 
transfiziert wurden. Dabei  wurde die Isolierung einer Niedrigsalzfraktion mit 7SK snRNPs 
(nukleäre Fraktion) und einer Hochsalzfraktion mit Chromatin-gebundenes P-TEFb gewählt. 4. Diskussion 
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Im  Western-Blot  zeigte  eine  deutliche  Verdrängung  des  CycT1  aus  der  7SK  snRNP 
Niedrigsalzfraktion  in  Anwesenheit  des  AF4ST,  analog  zu  einer  Rekrutierung  aus  den 
Speicherkomplexen.  Gleichzeitig  wurde  LARP7  in  der  Hochsalzfraktion  um  die  Hälfte 
reduziert, wobei es insgesamt zu einer Verminderung der detektierbaren Menge an LARP7 
in den Fraktionen kam. Dies war analog zu den Ergebnissen aus den Glycerolgradienten und 
könnte darauf hinweisen, dass freies LARP7 nach Zersetzung des Speicherkomplex in der 
Zelle degradiert wird. Überraschenderweise zeigte das Niveau an CDK9 im Gegensatz zu 
CycT1 keine  sichtbare Änderung  zwischen  den  Fraktionen,  war  aber generell  nur  in  den 
Hochsalzfraktionen deutlich zu sehen. Die Ursache hierfür ist unklar, es ist jedoch möglich, 
dass im Prozess der Fraktionierung die CycT1-LARP7 Bindung im 7SK snRNP dominant 
gegenüber  der  CycT1-CDK9  Bindung  ist  und  daher  die  Isolierung  der  Niedrigsalzfraktion 
zum Verlust des CDK9 führt, welches damit in die Hochsalzfraktion übergeht. Grundsätzlich 
ist die Trennschärfe zwischen den beiden Fraktionen verbesserungsbedürftig, im Kontext der 
anderen Ergebnisse konnte hier jedoch unabhängig von anderen Methoden ebenfalls die 
Dissoziation von P-TEFb aus den Speicherkomplexen gezeigt werden. 
Schlussendlich konnte eine Re-Lokalisation von P-TEFb auch durch in vitro Fluoreszenz-
mikroskopie nachgewiesen werden. Die transiente Transfektion von 293T Zellen mit AF4ST-
mC,  BFP-CycT1  und  GFP-HEXIM1  zeigte  drei  unterschiedliche  Situationen  der  CycT1 
Verteilung im Zellkern. Während die Anwesenheit des AF4 bzw. AF4N zu einer diffuseren 
Verteilung des CycT1 führte, wurde dieser Effekt durch HEXIM1 umgekehrt und das BFP-
markierte CycT1 war lediglich in stark fokussierten, singulären Loci im Zellkern sichtbar. Eine 
gleichzeitige Überexpression von GFP-HEXIM1 und AF4ST-mC zeigte das Auftreten beider 
Verteilungsmuster,  wobei  die  Anwesenheit  von  AF4St-mC  eine  leichte  Dominanz  in  der 
Ausprägung  ausübte.  So  zeigten  Zellkerne  mit  nachweislicher  Expression  aller  drei 
Konstrukte eine eher diffuse Verteilung des BFP-CycT1. Es war allerdings selbst bei der 
angewendeten,  stringenten  Auswertung  durch  die  Fluoreszenzfilter  eine  gewisse 
gegenseitige Einstrahlung im Falle der dreifachen Transfektion nicht völlig auszuschließen, 
was im Falle stark fluoreszierender Kerne deutlich wird. Aus diesem Grund und der sicheren 
Interferenz mit den Signalen des BFP-CycT1 musste auf eine DAPI-Färbung der Zellkerne 
verzichtet werden. Es soll jedoch bezüglich der Auflösung der Kanäle an dieser Stelle darauf 
hingewiesen werden, dass die Zellen nicht artifiziell fixiert wurden, sondern alle Aufnahmen 
aus lebenden Zellen in Kultur stammen. Vor allem die doppelten Transfektionen zeigen in 
jedem Fall die beschriebenen Unterschiede deutlich auf. 
Es bleibt zu klären, was die diffuse Verteilung des BFP-CycT1 bedingt, also welche Ziele 
durch das P-TEFb in Anwesenheit des AF4 bzw. AF4N angesteuert werden. Es erscheint 
nachvollziehbar, dass im Falle einer Überexpression des HEXIM1 und damit der stärkeren 4. Diskussion 
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Inkorporation in die Speicherkomplexe sich ein Reservoir aus inaktivem P-TEFb bildet, das 
eine  fokussierte  Lokalisation  im  Zellkern  besitzt.  Es  könnte  sich  dabei  sogar  um  die 
unlösliche  Kernfraktion  handeln,  was  auf  eine  Übersättigung  hindeuten  würde.  Eine 
solchermaßen  zentralisiertes  Modell  hat  durchaus  Vor-  und  Nachteile.  Zum  Einen  fördert 
eine solche Zentralisierung die Etablierung uniformer Mechanismen in der Rekrutierung von 
P-TEFb,  d.h.  alle  rekrutierenden  Faktoren  (wie  z.B.  Transkriptionsfaktoren)  können  Gen-
unspezifisch aus diesem Reservoir P-TEFb beziehen. Auf der anderen Seite ist ein solches 
Reservoir stark unflexibel und vergleichsweise langsam, da keine proximale Lokalisation zu 
Genen besteht, die im Bedarfsfall schnell aktiviert werden müssen. Betrachtet man dagegen 
die Tatsache, dass viele Gene durch den Elongationsarrest reguliert werden, also Promotor-
proximal  pausierte  RNAP  II  aufweisen,  darf  die  Zentralisierung  jedoch  auch  als 
Sicherungsmechanismus  verstanden  werden.  Eine  direkte  Lokalisation  der 
Speicherkomplexe  an  solchen  Genen  erhöht  vor  allem  bei  Koexistenz  mehrerer 
rekrutierender  Faktoren  die  Rate  fehlerhafter  Genaktivierung  deutlich  gegenüber  einer 
zentralisierten Speicherstelle. Gegen das Argument der Flexibilität spricht weiterhin, das P-
TEFb nach der Dissoziation aus dem Speicherkomplex zum Erreichen aktiver enzymatischer 
Funktion  noch  post-translationaler  Modifikation  bedarf,  wodurch  in  jedem  Fall  eine  Re-
Lokalisation des P-TEFb oder aber der Effektoren nötig ist. Da die Expression von AF4ST in 
den Vorarbeiten zu einer Induktion des HEXIM1 führte und ein Abbau des HEXIM1 in dieser 
Arbeit  ebenfalls  nicht  ersichtlich  war,  ist  es  unwahrscheinlich,  dass  es  sich  bei  diesen 
Kompartimenten um proteasomal aktive Loci wie z.B. die Clastosomen handelt. 
Bei der nach Überexpression des AF4 auftretenden, diffus-punktierten Lokalisation des BFP-
CycT1 handelt es sich vermutlich um die Verteilung auf die transkriptionell aktiven "nuclear 
bodies/dots"
737,  membranlose  Kernorganellen,  welche  zur  Zeit  Gegenstand  intensiver 
Forschung  sind.  Die  "Kernkörper"  werden  im  Kern  während  der  Interphase  gebildet  und 
bilden  analog  zu  den  Zellorganellen  im  Zytoplasma  definierte  Kompartimente,  deren 
konzentrierte  Bestandteile  stark  funktionsabhängig  sind
738.  Es  sind  mittlerweile  10 
verschiedene Unterformen dieser Kernkörper definiert worden, die eine starke funktionelle 
Diversifikation aufweisen
739. Gemessen an der beobachteten Zahl dieser Kernkörper und der 
funktionellen Assoziation mit der Transkription könnte es sich hier um die "nuclear speckles" 
handeln. Diese sind eng mit aktiven Genen assoziiert und zeigen neben der Anwesenheit 
von prä-mRNA modifizierenden Faktoren auch am Serin 2 der CTD phosphorylierte RNAP II 
sowie  P-TEFb  selbst
361,740.  Die  7SK  snRNA  zeigt  im  Gegensatz  dazu  keine  Präsenz  in 
solchen  Kernkörpern
741,  was  auf  die  aktive  Form  des  P-TEFb  in  den  nuclear  speckles 
hindeutet.  Interessanterweise  wurde  auch  FB-1  (TCF3  (E2A)  fusion  partner  (in  childhood 
Leukemia)) in diesen Kernorganellen nachgewiesen, welches dort mit Tat-P-TEFb interagiert 
und die HIV-1 Transkription aktiviert
742,743. Es konnte jedoch keine aktive Transkription in 4. Diskussion 
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diesen  Kernkörpern  nachgewiesen  werden
744,  was  darauf  hindeutet,  dass  diese  Loci  im 
Zellkern als funktionell getrennte Assemblierungsstandorte für Elongationskomplexe (SEC, 
AF4 MPC) dienen und diese Komplexe in der Folge zu den proximal lokalisierten, aktiven 
Genen translozieren. Auf der anderen Seite könnte es sich bei diesen Loci auch schlicht um 
die fixierten Transkriptionsfabriken (transcripiton factories) handeln
47,48,745, an denen durch 
eine  starke  Erhöhung  der  lokalen  Konzentration  Transkriptions-assoziierter  Faktoren  und 
Substrate  wie  der  RNAP  II
746  eine  effektive  und  erhöhte  Produktion gewährleistet  ist.  So 
wurden  95%  der  naszierenden  RNA-Transkripte  mit  diesen  Fabriken  assoziiert 
vorgefunden
747,748. Da die Elongation besonders in einem Modell der immobilen Polymerase 
wichtig für das Prozessieren entlang der beweglichen DNA-Matrize ist, erscheint es sinnvoll, 
die  Elongationskomplexe  proximal  der  Polymerasen  vorzufinden.  Während  die  Blockade 
einer Polymerase in einem mobilen Modell (tracking) auch durch die Dissoziation der RNAP 
II  vom  Matrizenstrang  auflösbar  wäre,  bedeutet  eine  statische  Platzierung  der  RNAP  II 
(fixed)  in  den  Transkriptionsfabriken  das  Aufstauen  der  gesamten  strangabwärts 
liegenenden  Matrize.  Eine  exzellente  Beschreibung  der  Mechanismen  von 
Transkriptionsfabriken sei an dieser Stelle erwähnt
749. Da diese Transkriptionsfabriken nicht 
nur  komplex  sondern  auch  sensitiv  gegenüber  den  relativ  unsanften  Methoden  der 
Aufreinigung sind (es wurde bisher keine in vitro Charakterisierung beschrieben), ist es von 
Bedeutung, dass die Zellen vor der Beobachtung unter dem Mikroskop nicht artifiziell fixiert 
wurden,  sondern  in  einem  physiologischen  Kontext  eingebettet  waren.  Es  wird  jedoch 
zweifelsfrei weitere Untersuchungen benötigen, um die Natur dieser Loci eindeutig zu klären. 
So könnte durch immunhistochemische Versuche oder die Markierung naszierender RNA die 
Co-Lokalisation definierender Faktoren der nuclear speckles oder der Transkriptionsfabriken 
mit AF4 aufgezeigt werden. 
Der abschließende Versuch zur Aufzeigung der Aktivierung der Transkription durch AF4 war 
die  Messung der totalen RNA  in der Zelle nach transienter Transfektion von einem RFP 
exprimierenden Kontrollvektor, AF4ST und RFP-markiertem HCMV IE1 in 293T Zellen. Da 
keine  doppelt  stabile  Zelllinie  bezüglich  AF4ST  und  IE1  erzeugt  wurde,  ist  die  parallele 
transiente Transfektion beider Faktoren einer Induktion des AF4ST nach Einbringung des 
IE1 vorzuziehen. Um trotzdem eine homogene Population zu erhalten, wurden die Zellen 48 
Stunden  nach  der  Transfektion  stringent  einer  Fluoreszenz-basierten  Zellsortierung  am 
FACS unterzogen. Nur solche Zellen, die den gewählten Kriterien (lebend, vereinzelt und mit 
einer definierten relativen Fluoreszenz) entsprachen, wurden in die Bestimmung einbezogen. 
Die Isolation der RNA aus den Zellen sowie die Normierung auf die eingesetzte Zellzahl 
zeigte  ein  klares  Bild.  So  führte  die  Überexpression  von  AF4ST  zu  einer  ca.  2,5fachen 
Erhöhung  der  Menge  an  RNA  in  den  Zellen.  Während  die  Einzeltransfektion  von  IE1 
keinerlei  Veränderung  erwirkte,  führte  die  Kombination  von  AF4  und  IE1  zu  einer 4. Diskussion 
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signifikanten  Erhöhung  um  das  4,5fache,  was  analog  zu  den  Versuchen  der  P-TEFb 
Rekrutierung auf einen kooperativen Effekt beider Proteine hinwies. Die korrekte Lokalisation 
der  RFP-markierten  IE1  wurde  dabei  durch  in-vitro  Fluoreszenzmikroskopie  bestätigt, 
weiterhin ist auch eine stärkere Expression der IE1 sichtbar. Damit kann geschlussfolgert 
werden, dass die Aktivität des AF4 gegenüber P-TEFb auch in einem funktionell relevanten, 
quantifizierbaren  Signal  dargestellt  werden  kann.  Dass  die  Effekte  des  AF4,  auch  wenn 
deutlich  zu  erkennen, rechnerisch keine  Signifikanz  aufweisen  ist  durchaus  der  Methodik 
geschuldet. So führt die Anwendung der stringenten Kriterien beim Sortieren der Zellen zu 
geringen  Zellzahlen  während  der  RNA-Isolierung,  was  geringe  Schwankungen  deutlich 
amplifiziert.  Die  Verwendung  weicherer  Kriterien  oder  der  Einsatz  einer  merklich 
heterogenen  Population  würde  die  Resultate  dieses  Versuches  jedoch  erheblich  mehr 
verfälschen, insofern a) die induktiven Effekte moderat sind, was auf die Beeinflussung der 
lediglich Elongations-gesteuerten mRNAs zurückzuführen ist und b) der durch die Sortierung 
induzierte,  erhebliche  Zellstress  unvorhersehbaren  Einfluss  auf  die  Aktivierung  ebenfalls 
Elongations-gesteuerter Gene der Primärantwort haben kann
380. 
4.4. AF4 als Ko-Faktor der IE-Proteine von humanen Herpesviren 
Es  konnte  sowohl  durch  die  Dissoziation  der  Speicherkomplexe  als  auch  durch  die 
Beeinflussung des zellulären RNA Niveaus gezeigt werden, dass das HMCV IE1  Protein 
Effekte gegenüber P-TEFb zeigt. Vor Allem die kooperative Wirkung mit AF4 im Falle der 
Induktion der RNA-Synthese legte nahe, dass HCMV IE1 und spekulativ auch andere virale 
IE-Faktoren  in  der  Lage  sind,  den  AF4  MPC  für  die  Induktion  viraler  Genexpressions-
programme  zu  nutzen.  Da  die  viralen  IE-Faktoren  entscheidend  für  den  Übergang  zur 
lytischen Phase im Lebenszyklus der Viren sind und die Steuerung der Expression einer 
Vielzahl von early und late Genen übernehmen, sollte in dieser Arbeit geprüft werden, ob 
AF4 als wirtseigener, Transkriptionselongation-assoziierter Faktor ein funktionelles Ziel der 
IE Proteine sein kann. Die Grundlage für die Einbeziehung der viralen Proteine liegt in der 
Feststellung, dass im Falle einer gleichzeitigen Überexpression von AF4 als auch des HCMV 
IE1  eine  deutlich  stärkere  Expression  des  AF4  zu  beobachten  war.  Eine  alleinige 
Überexpression  des  IE1  zeigte  hingegen  keine  sichtbare  Erhöhung  der  endogenen  AF4 
Expression und konnte auch in den RNA-Synthese Versuchen keinen Effekt hervorrufen. Um 
diese Effekte aufzuklären, wurden Reportergenversuche durchgeführt, in denen die Induktion 
des  ALOX5  Gens  in  Abhängigkeit  des  endogenen  Promotors  bzw.  unabhängig  des 
Promotors betrachtet wurden. Dabei wurde zusätzlich zu AF4 oder AF4-MLL eine Reihe von 
IE-Proteinen aus anderen dsDNA-Viren (HPV16, HSV-1, KSHV, EBV) sowie dem HCMV IE2 
co-exprimiert. Die Wahl dieses Versuchsaufbaus soll kurz erläutert werden. Die Wahl von 
dsDNA  Viren  lag  in  deren  Verwandtschaft  zum  HCMV  und  der  Anwesenheit  funktionell 4. Diskussion 
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analoger IE-Faktoren begründet. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Geni einer 
Virenfamilie  (Herpesviridae,  Ordnung:  Herpesvirales)  ähnliche  oder  sogar  identische 
Mechanismen zur Übernahme wirtseigener Proteine entwickelt haben. Zum Abgleich wurden 
Vertreter einer anderen Familie, der Papillomaviridae, gewählt, die zwar ebenfalls zu den 
dsDNA-Viren zählen, jedoch einer anderen Ordnung angehören. Das HPV16 war aufgrund 
seiner Assoziation mit Krebserkrankungen (Gebärmutterhalskrebs) insofern ein interessanter 
Kandidat, als das eine Interaktion mit AF4 und besonders AF4-MLL einen neues Feld viral 
bedingter,  onkogener  Transformationen  hätte  eröffnen  können.  Dies  war  unter  anderem 
auch ein Grund für die Einbeziehung des gesamten AF4-MLL Proteins anstatt lediglich der 
N-Terminalen  Domäne  AF4N.  Gerade  in  Patienten  mit  einer  primären  ALL  aufgrund  der 
t(4;11)-Translokation wäre es im Falle eines kooperativen Effekts interessant, die Korrelation 
zwischen einer pränatalen oder sehr frühen Infektion mit solchen Viren und der Entstehung 
der ALL zu überprüfen. Leider wird eine solche virale Diagnostik z.B. gegenüber HCMV nicht 
routinemäßig  sondern  nur  im  Falle  einer  notwendigen  Immunsuppression  bei  allogener 
Stammzelltransplantation  in  ALL-Patienten  durchgeführt.  Von  daher  war  eine  direkte 
Korrelation nicht möglich. 
Der Grund für die Wahl des ALOX5 Gens unter Kontrolle des endogenen Promotors war 
ebenfalls mehrschichtig. Zu Einen handelt es sich bei diesem System in Hinblick auf den 
HCMV  um  ein  sehr  gut  etabliertes  System,  dessen  Effekte  beschrieben  sind
725-727.  Zum 
Anderen wird die 5-LO vorrangig in leukozytären Zellen wie den Monozyten, Makrophagen 
und auch den B-Lymphozyten exprimiert. Während der latenten Phase residieren Viren wie 
der HCMV oder auch EBV auch in diesen Zellen und induzieren in diesem Umfeld auch die 
Transition zur lytischen Phase
563,566,610. Gleichzeitig sind vor allem die Vorläuferzellen der B-
Lymphozyten eng mit der Entstehung der t(4;11)-Translokation verbunden
518. Im Falle einer 
Kooperation  zwischen  AF4  oder  AF4-MLL  und  IE-Proteinen  der  Viren  sollte  dies  damit 
Einfluss auf die Induktion und Expression der 5-LO zeigen, insofern dass alle beteiligten 
Faktoren  auch  im  physiologischen  Kontext  gleichzeitig  vorhanden  sein  können.  Da  die 
produktive virale Expression nach primärer Infektion grundsätzlich auch in anderen Zelltypen 
gezeigt werden konnte
566,570, sollte die Verwendung der nicht-leukozytären HeLa Zellen die 
Effekte nicht unterbinden oder maskieren. 
Aus  den  durchgeführten  Reportergenversuchen  ließen  sich  zwei  wesentliche  Aussagen 
ableiten.  So  konnte  eine  Induktion  des  Reporters  nur  im  Falle  der  Herpesviren  gezeigt 
werden, die IE Proteine des HPV16  zeigten hingegen keine Induktion. Weiterhin war die 
Befähigung der einzelnen IE Proteine der Herpesviren zur Induktion stark unterschiedlich. 
Sie war vorrangig in Anwesenheit von Zta oder Rta des EBV (bis zu 7-facher Induktion) zu 
beobachten. Alle weiteren IE Proteine zeigten nur eine geringfügige, bis maximal 2-fache, 4. Diskussion 
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Induktion. Weiterhin waren die Effekte auf den Reporter nur in sehr geringem Umfang von 
AF4 oder AF4-MLL abhängig. Aufgrund der fehlenden Wirkung der HVP16 Proteine wurde 
deutlich, dass der gedachte Mechanismus der Rekrutierung des AF4 bzw. AF4-MLL MPCs 
eine  Spezifität  für  bestimmte  virale  Geni  zeigt.  Er  war  damit  nicht  als  generalisiert  zu 
betrachten, jedoch ebenfalls nicht durch unspezifische Interaktionen mit viralen IE-Faktoren 
hervorgerufen. Weiterhin handelte es sich hier um distinkte Effekte der einzelnen Proteine, 
insofern als der gleichzeitige Einsatz von Zta und Rta bzw. IE1 und IE2 keine aktivierenden 
oder repressiven synergistischen Effekte hervorrief. Die Entscheidung, die IE Proteine des 
HCMV und des EBV weiter zu untersuchen, wurde aufgrund dieser Reportergenversuche 
(Indikation für EBV) und der beobachteten stabilisierenden Effekte (Indikation für HCMV und 
EBV) getroffen. 
Virale IE Faktoren können vermutlich bereits assemblierte AF4 MPCs bzw. SECs rekrutieren 
und diese durch Stabilisierung der zentralen AF4 Untereinheit dauerhaft aktiv halten. Die 
zusätzliche Überexpression des AF4 oder AF4-MLL führte so entweder nicht zwangsläufig 
zu einer verstärkten Assemblierung solcher Komplexe oder das Reportersystem war durch 
die existierenden, endogenen Komplexe bereits weitestgehend gesättigt. Ein solches Modell 
wurde  durch  die  Ergebnisse  aus  den  knock-down  Zellen  unterstützt.  Zum  Einen  zeigten 
diese Daten unabhängig der viralen IE Proteine eine strikte Abhängigkeit des Systems vom 
AF4 Protein; da es sich hier jedoch um ein knock-down und nicht um ein knock-out System 
handelte,  also  durchaus  noch  AF4  Protein  in  der  Zelle  vorhanden  war,  wurde  die 
Mengenabhängigkeit gegenüber AF4 unterstrichen. Es existiert vermutlich ein Schwellenwert 
im  Niveau  des  exprimierten  AF4  Proteins,  der  eine  flexible  Verteilung  in  SECs  oder  die 
funktionell distinkten AF4 MPCs bestimmt. Das ein hohes Niveau an  AF4 Protein in den 
Zellen die Ausbildung der SECs begünstigt, geht mit den bisher in dieser Arbeit gezeigten 
Ergebnissen im Sinne der Rekrutierung des P-TEFb einher. Warum in dieser Hinsicht eine 
Überexpression  des  AF4  oder  AF4-MLL  in  den  knock-down  Zellen  nicht  zu  einer 
Komplementation des Systems führte, bleibt zu diskutieren. Das Eintreten der Zellen in die 
Seneszenz  erschien  unwahrscheinlich,  insofern  dass  der  konstitutive  SV40-Renilla 
Luciferase  Kontrollvektor  noch  exprimiert  wurde.  Eine  Möglichkeit  wäre  eine  Exon-
lokalisierte,  intrinsische  Elongationskontrolle  des  AF4  Gens  proximal  strangabwärts  vom 
Startcodon. Sollte durch den knock-down das verringerte Niveau an AF4 Protein zu einem 
Favorisieren des AF4 MPC und dementsprechend dem Verlust an SECs geführt haben, so 
kann  auch  ein  ektopisch  eingeführtes  AF4  (oder  auch  AF4-MLL)  Gen  nicht  exprimiert 
werden. Dass AF4-abhängige SECs - und nicht z.B. AF5-abhängige SECs - die putative 
Elongationskontrolle des AF4 Gens regulieren könnten, ist im Hinblick auf die in der Biologie 
weitverbreitete Regulation durch negative Rückkopplung in Betracht zu ziehen. Die exakten 
Mechanismen hinter diesen Effekten verblieben jedoch noch unbekannt. 4. Diskussion 
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Ein weiterer, interessanter Fund bestand in der Tatsache, dass der Einsatz eines Promotor-
losen Reporterkonstrukts zusammen mit den viralen IE Proteinen analog zu den knock-down 
Zellen  zum  praktisch  vollständigen  Verlust  der Transaktivierung führte.  Dies  war  insofern 
eine interessante Feststellung, als das dies ein Hinweis auf die direkte Beteiligung des AF4 
MPC an der Initiation der Transkription war. Damit wurde deutlich, dass die Effekte des AF4 
bzw. AF4-MLL Proteins als auch der viralen Proteine gegenüber des ALOX5 Gens obligat 
von der Anwesenheit eines funktionellen Promotors abhängig waren. Es existierte zwar eine 
unterschiedliche Ausprägung der geringen Induktion am Promotor-losen Konstrukt. Inwiefern 
diese jedoch artifiziell bzw. durch artifizielle, physiologisch nicht genutzte Promotorelemente 
induziert  war,  bleibt  vor  Allem  in  Hinblick  der  Tatsache,  dass  solche  Elemente  sich 
vermutlich einer folgenden Elongationskontrolle entziehen, an anderer Stelle zu klären. Das 
sich  an  solchen  Elementen  jedoch  geringe  Effekte  des  AF4  bzw.  AF4-MLL  zeigten, 
unterstützt die These, dass AF4 auch einen Einfluss auf die Transkriptionsinitiation ausübt. 
Es  bleibt  zu  vermuten,  ob  für  die  korrekte  Induktion  eines  solchen  Reporters  weitere 
Faktoren notwendig sind (z.B. SP1 oder VDR/RXRα), die dem System von außen zugeführt 
werden müssen. 
Da die Interaktion zwischen Tat, P-TEFb und den SECs beschrieben war, wurde das gleiche, 
zweiteilige Reportersystem mit einer Kombination von AF4 und Tat eingesetzt. Durch diesen 
Versuch sollte die These von den zwei distinkten, AF4-enthaltenden Komplexen (AF4 MPC 
und SEC) näher untersucht werden. Während im obigen System vermutlich ein Effekt des 
AF4 MPC gegenüber der Initiation eintrat, war die Interaktion mit Tat SEC-abhängig, und 
damit Elongations-abhängig, zu betrachten. Die erhaltenen Ergebnisse unterstützten diese 
Vermutung. So kam es in Anwesenheit des Promotorkonstrukts weder durch Tat alleine noch 
in Kooperation mit AF4 zu einer messbaren Induktion. Es gab also keinen Effekt gegenüber 
der Initiation. Wendete man diese Kombination auf das Promotor-lose Konstrukt an, führte 
die  Kooperation  von  Tat  und  AF4  zu  einer  signifikant  höheren  Induktion  gegenüber  den 
Effekten von Tat alleine oder dem Promotorkonstrukt. Dies unterstrich (1) die kooperative 
Funktion  zwischen  Tat  und  den  SEC  bzw.  besonders  dem  AF4  Protein  und  (2)  die 
funktionelle Diversität des AF4 Proteins gegenüber Initiation und Elongation, was auf das 
Vorhandensein distinkter Komplexe hinwies. 
Die beobachteten, funktionell kooperativen Effekte zwischen den IE Proteinen des HCMV 
bzw. EBV und dem AF4 Protein sowie die Stabilisierung desselben warfen die Frage auf, ob 
die viralen Proteine zu einer Rekrutierung des AF4 außerhalb seines endogenen Kontext 
fähig sind. Dazu wurde der AF4 MPC in Anwesenheit der RFP-markierten IE Proteine IE1, 
Zta und auch HPV16 E6/7 aufgereinigt und auf die Interaktion mit diesen als auch mit dem 
P-TEFb  hin  überprüft. Die  Co-Transfektion  der  viralen  IE  Proteine  führt  zu  einer  deutlich 4. Diskussion 
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höheren Ausbeute an AF4 Protein im Zuge der Aufreinigung, wobei im Unterschied zu den 
induktiven  Effekten  auf  das  Reportergensystem  HCMV  IE1  einen  leicht  stärkeren, 
stabilisierenden Effekt zeigte. Die Gesamtproteinausbeute verfünffachte sich in diesem Fall. 
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass IE1 ebenso wie P-TEFb Teil des aufgereinigten 
Komplexes ist und in den Eluat-Fraktionen vorgefunden wurde. Die Stabilisierung des AF4 
führte  nicht  zu  einer  unspezifischen  Akkumulation  an  Protein,  sondern  vielmehr  zu  einer 
Ausbildung  von  funktionellen  MPCs,  wie  an  der  ebenfalls  steigenden  Menge  an  P-TEFb 
(CDK9/CycT1)  gezeigt  werden  konnte.  Interessanterweise  war  dieser  Effekt  im  gleichen 
Maße im Falle der Co-Transfektion von BZLF1 zu sehen, obwohl die Gesamtausbeute an 
Protein geringer ausfiel. Da die Interaktion zwischen Zta und AF4 jedoch wie gezeigt deutlich 
schwächer ausfiel, kann dies auf die wesentlich geringere Anwesenheit an IE Protein in den 
Komplexen  zurückzuführen  sein.  Eine  dritte,  bemerkenswerte  Beobachtung  war  der  mit 
BZLF1 vergleichbare, stabilisierende Effekt durch HPV16 E6/7, der jedoch weder zu einer 
Induktion im Reportergensystem noch zu einer verstärkten Inkorporation von P-TEFb in die 
AF4 MPCs führte. 
Damit muss zwischen drei Effekten (Stabilisierung, P-TEFb Inkorporation, Transaktivierung 
des 5-LO Systems) gegenüber dem AF4 Protein unterschieden werden. Es kam im Falle des 
HCMV, des EBV und auch des HPV16 zu einer Stabilisierung des AF4 Proteins, nicht jedoch 
zu  einer  verstärkten  AF4  Genexpression.  Die  Ursache  für  die  Stabilisierung  wurde 
eingehend  untersucht,  konnte  jedoch  nicht  aufgeklärt  werden.  So  kam  es  nicht  zu  einer 
Ubiquitinylierung  oder  Sumoylierung  des  AF4  Proteins,  noch  zu  repressiven  Effekten 
gegenüber den SIAH-Ligasen
485 weder auf Ebene der mRNA noch auf Ebene der Proteine 
(nicht gezeigt). Eine generelle Blockade des Proteasoms vergleichbar mit dem Einsatz von 
MG132 konnte aufgrund der unveränderten Zellmorphologie sowie Zellviabilität über mehr 
als 48 Stunden ausgeschlossen werden. Es bleibt einzig die Möglichkeit, dass die Interaktion 
zwischen den IE Proteinen und AF4 zu einer gezielten Blockade der SIAH-Bindestelle im 
AF4  N-Terminus  führt  und  somit  die  post-translationale  Polyubiquitinylierung  und 
subsequente  Zuführung  zum  proteasomalen  Abbau  unterbunden  wird.  Darauf  abgezielte, 
prä-eliminäre Daten aus Co-Immunpräzipitationen konnten diese Theorie jedoch ebenfalls 
nicht bestätigen (nicht gezeigt). Weiterhin führten in silico Analysen der Primärsequenzen 
von  IE1,  Zta  und  E6/7  zu  keiner  signifikanten  Übereinstimmung  von  Proteindomänen, 
Aminosäuresequenzen  oder  -mustern  die  eine  gemeinsame  Bindedomäne  an  das  AF4 
Protein nahe legen würden. IE1 und Zta verfügen zwar beide über eine - nicht-identische - C-
terminal orientierte bZIP-Domäne (Leucin-Zipper), deren Funktion ist jedoch im Bereich der 
DNA-Bindung bzw. Dimerisierung von Proteinen und nicht die Interaktion in Heterodimeren. 
Eine analoge Domäne konnte zudem in E6/7 oder auch dem AF4 Protein nicht festgestellt 
werden. Während das HPV16 E6/7 Protein in den befallenen Epithel- und Schleimhautzellen 4. Diskussion 
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zwar durchaus mit AF4 interagieren könnte, konnte eine solche Interaktion weder durch die 
Aufreinigung  des  AF4  MPC  noch  durch  Co-Immunpräzipitationen  nachgewiesen  werden. 
Weiterhin ist eine Interaktion mit dem AF4-MLL Protein aufgrund der distinkten Lokalisierung 
im  Wirtskörper  unwahrscheinlich.  Die  Spezifität  und  Relevanz  dieses  stabilisierenden 
Effektes durch E6/7 muss damit hinterfragt werden und benötigt weitere Aufklärung. 
Konträr dazu konnte die Interaktion zwischen AF4 und HCMV IE1 und auch IE2 bzw. EBV 
Zta und Rta direkt durch eine Co-Immunpräzipitation gezeigt werden. Dabei war auffällig, 
dass die Interaktion mit Zta oder Rta deutlich schwächer ausfällt, was in Einklang mit der 
beobachteten, geringeren Stabilisierung des AF4 Proteins steht, in Hinblick auf das stärker 
transaktivierende  Verhalten  in  den  Reportergenversuchen  jedoch  überraschte.  Umgekehrt 
war  die  Interaktion  mit  IE1  und  IE2  sichtbar  stärker.  Betrachtete  man  die  erhaltenen 
Ergebnisse bis zu diesem Punkt, so deuteten sich zwei ähnliche, jedoch nicht identische 
Mechanismen der Vereinnahmung des AF4 Proteins durch die viralen IE Faktoren an. Im 
Falle des HCMV kommt es demnach zu einer unmittelbaren, starken Interaktion mit AF4 als 
auch  der  Rekrutierung  von  P-TEFb  sowie  der  folgenden  Stabilisierung  der  P-TEFb-AF4-
IE1/IE2  Komplexe.  Gleichzeitig  ist  das  transaktivierende  Potential  dieser  Komplexe 
gegenüber  dem  5-LO  Reportersystem  vermutlich  von  zusätzlichen  Transkriptionsfaktoren 
wie z.B. SP1 oder VDR/RXRα abhängig, so dass in einem System der Überexpression die 
volle Transaktivierung nicht erreicht wird. Die im Vorfeld gezeigte Erhöhung der Gesamt-
RNA durch die kooperative Funktion von IE1 und AF4  zeigte abseits des 5-LO Systems 
jedoch deutlich, dass ein generell transaktivierendes Potential vorhanden ist. EBV Zta ist 
hingegen  (1)  entweder  ein  deutlich  potenterer  Stabilisator  des  AF4  Proteins  oder  (2) 
vermittelt diese Funktion über einen noch unbekannten Mediator, wie z.B. p65 des NFκB
684, 
und ist selbst nur transient im AF4 MPC vertreten. Dass der eingangs gezeigte knock-down 
des AF4 zu einer Erhöhung des Proteinlevels von NFκB führte, unterstützt ein Modell, in dem 
p65 eine stabilisierende Wirkung gegenüber dem AF4 MPC ausübt und somit von EBV Zta 
entsprechend eingesetzt werden kann. 
Abschließend wurde die Wechselwirkung zwischen dem HCMV IE1 und dem AF4 Protein 
näher  untersucht.  So  konnte  durch  ChIP-Experimente  gezeigt  werden,  dass  eine 
Überexpression von AF4 in 293T Zellen verglichen zu einer Leervektor-Kontrolle zu einer 
signifikant  höheren  Acetylierung  des  Histon  H3  über  den  gesamten  Genkörper  des 
endogenen ALOX5 Gens führte und damit die transkriptionell aktivierende Funktion des AF4 
unterstrichen  wurde.  Gleichzeitig  erzeugte  die  Anwesenheit  des  IE1  Proteins  zu  einer 
merklichen und teilweise signifikanten Reduktion dieses Acetylierungsstatus. Die Rolle der 
Induktion  der  5-LO  durch  die  Anwesenheit  des  HCMV  ist  noch  unklar,  so  können  die 
folgenden, Leukotrien B4-vermittelten inflammatorischen Reaktionen die Reaktivierung des 4. Diskussion 




750,751,  physiologische  Dosen  dieses  Leukotriens  zeigten  aber  auch 
antivirale Eigenschaften
752,753. Die hier gezeigten, transkriptionell repressiven Effekte des IE1 
gegenüber dem ALOX5 Gen unterstützen damit die These einer antiviralen Funktion der 5-
LO Induktion und lieferten gleichzeitig eine mögliche Erklärung für die schwachen Effekte in 
den Reportergenversuchen durch IE1 und IE2. 
Da  sämtliche,  hier  gezeigte,  Effekte  in  einem  artifiziellen  293T  bzw.  HeLa  Zellsystem 
durchgeführt  wurden,  wurde  abschließend  der  Effekt  der  Stabilisierung  des  AF4  Proteins 
durch  IE1  in  Retinapigmentepithelzellen  (ARPE-19)  gezeigt.  Diese  sind  insofern  physio-
logisch relevant, als dass es sich hierbei um einen Zelltyp handelt, in dem eine produktive 
Replikation des HCMV stattfindet
568. 48 Stunden nach transienter Transfektion der Zellen mit 
Expressionsplasmiden für HCMV IE1, 5-LO und AF4ST wurden die Zellen fixiert, mit AF4- 
und  5-LO-spezifischen  Primärantikörpern  sowie  mit  Fluoreszenz-markierten  Sekundär-
antikörpern behandelt, DAPI gefärbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop dokumentiert. Die 
immunohistochemische  Detektion  der  5-LO  als  auch  des  AF4  Proteins  erfolgte  nur  in 
Anwesenheit  des  IE1,  was  zum  Einen  die  induktive  und  funktionelle  Wirkung  des  IE1 
bestätigte, als auch den stabilisierenden Effekt gegenüber dem AF4 Protein in diesen Zellen 
aufzeigte. Es soll an dieser Stelle erwähnt werden, dass die aktive 5-LO nach Induktion zur 
Kernhülle  transloziert  und  dort  ihre  katalytische  Funktion  in  der  Leukotrienbiosynthese 
ausführt
754.  Die  gezeigte  Kernlokalistation  ist  durch  die  mikroskopische  Aufsicht  auf  das 
Präparat  zu  erklären.  Damit  kann  auch  außerhalb  des  artifiziellen  Zellsystems  der 
vorgeschlagene  Mechanismus  einer  funktionellen  Interaktion  zwischen  IE1  und  dem  AF4 
Protein angenommen werden.   5. Material und Methoden 
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5. Material und Methoden 
5.1. Material 
5.1.1.  Chemikalien, Geräte und ihre Bezugsquellen 







Agar  Sigma 
Agarose  Invitrogen 
6-Aminocapronsäure  Roth 
Ammoniumhydrogensulfat  Fluka 
Ammoniumsulfat  Roth 
Ampicillin  Roth 
Ammoniumperoxodisulfat (APOD)  Roth 
Avidin  IBA GmbH 
Biotin  Sigma 
Bisacrylamid  Roth 
Brillantblau R-250  Sigma 
Brillantblau G-250  Sigma 
Brom-Phenol-Blau  Roth 
Bovine Serum Albumin (BSA)  Roth 
CaCl2  Merck 
N-Cyclohexyl-3-aminopropansulfonsäure (CAPS)  Sigma 
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs)  PEQLAB 
Dithiothreitol (DTT)  Biomol 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma 






Essigsäure  Riedel De Haen 
Ethanol  Roth 
Ethidiumbromid  Sigma 
Glycerin 86%  Roth 
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Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG)  Saxon 
Isopropanol  Roth 
Kanamycin  Roth 





MgCl2  Merck 
MgSO4  Roth 
Molekulargewichtsmarker für SDS-PAGE  New England Biolabs 
NaAc  Merck 
NaCl  Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS)  Biomol 
NaF  Riedel De Haen 
NaH2PO4  Merck 
Na3VO4 
Nonidet P-40 (NP-40) 
Sigma 
AppliChem 




Santa Cruz Biotechnology 
Puromycin  Sigma 
RNase  Sigma 
RNasin  Promega 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Fluka 
Tris  Roth 
Triton X-100 (Octoxinol 9)  Sigma 
Trockenmilch (fettfrei)  USA (TOPS) 
Tween 20 (Polysorbat 20)  Roth 
 






DMEM, High Glucose  
PAA 
PAA 
FCS  PAA 
L-Glutamin (200mM, 100x)  PAA 
Natriumpyruvat (100mM)  PAA 
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Geräte  Bezugsquelle (Firma) 
 
Abi Prism 310 Genetic Analyzer 
Analysenwaage TE124S 





Blotting-Apparatur für Semi-dry Western Blots 










Fluoreszenzmikroskop Observer Z1 
Gelkammer für Agarose Gele B2 
Dynatech 












PCR-Gerät GeneAmp® 9700 












SterilGard Hood (LaminAir HB2472) 
Thermomixer 
Tischzentrifuge 5424 
Tischzentrifuge Zellkultur 5702R 
Tischzentrifuge Mikroplatten Rotina 420R 
Ultraschallgerät mit CE Converter 102C Spitze 
Ultraschallgerät ChIP Bioruptor™ NextGen 
Ultrazentrifuge L-70 mit Rotoren 60Ti/W41Ti 
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Wasserbad Zellkultur SW-20C 
Zellzähler TC10™ 
Zentrifuge J6-HC mit Rotor JLA 










New England Biolabs 
Klenow-Fragment 




New England Biolabs 
RNAse  Sigma 
Superscript® II Reverse Transkriptase  Invitrogen™ 
T4-DNA-Ligase/QuickLigase  New England Biolabs 
T4-Polynukleotidkinase  New England Biolabs 
T4-DNA-Polymerase  Promega 
 






Anti-FLAG® M2 Magentic Beads 
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 
Cellstar Gewebekulturschalen (diverse) 
Chromatographiesäulen 
ECL Western Blotting Analysis System 

















Pierce© Glutathione Magnetic Beads 
Polypropylensäulen (5 ml) 
Prestained Protein Ladder, broad range 
Protease Inhibitor Cocktail Set (100x, PIC) 
PureYield™ Plasmid MaxiPrep System 
PVDF Membran 
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RNeasy™ Mini Kit 
Sequenziergefäße 
Strep-Tactin Säulen 





5.1.2.  Pufferlösungen 
Puffer  Zusammensetzung 
 
Anodenpuffer I pH 10,4 (Western-Blot) 
 
300 mM Tris, 20% (v/v) Methanol 
Anodenpuffer II pH 10,4 (Western-Blot) 













Elutionspuffer pH 8,0 (Ni-NTA-Agarose) 
 
Elutionspuffer pH 8,0 (GSH-Beads) 
 
Elutionspuffer pH 8,0 (Strep-Tactin-Säulen) 
 








Extraktionspuffer A (Kernextraktion) 
 
Extraktionspuffer B (Kernextraktion) 
25 mM Tris, 20% (v/v) Methanol 
125 mM Tris, 150 mM NaCl 
3% (v/v) Ziegenserum in 1xPBS 
10 mM CAPS pH 11, 0,1% (v/v) Methanol, 0,01% 
(w/v) SDS 
50 mM HEPES pH 7,6, 0,1 M NaCl, 1 mM ETDA, 
0,5 mM EGTA 
20 mM HEPES pH 7,6, 0,25% (v/v) Triton X-100, 
10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA 
50 mM HEPES pH 7,6, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 0,5 mM EGTA 
50% (w/v) Saccharose, 100 mM EDTA, 0,1% 
(w/v) Brom-Phenol-Blau, 0,1% (w/v) Xylen-
Cyanol-FF 
50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM 
Imidazol 
125 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM reduziertes 
Glutathion 
100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM 
Biotin 
50 mM Tris pH 8,0, 10 mM reduziertes Glutathion 
0,1 M NaHCO3, 1% (w/v) SDS 
25 mM HEPES pH 7,6, 15% (v/v) Glycerol, 60 
mM KCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM DTT, 0,01% (v/v) 
NP-40, 1x PIC 
10% (v/v) Essigsäure, 10% (v/v) Methanol 
0,04% (v/v) Formaldehyd, 2% (w/v) 
Natriumcarbonat 
10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCl, 0,1 mM 
EDTA, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, 1x PIC 
20 mM HEPES pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 5. Material und Methoden 





10% (v/v) Glycerol 
0,016% (w/v) Brillantblau R-250, 20% (v/v) 
Isopropanol, 8% (v/v) Essigsäure 
Färbelösung (Silberfärbung)  0,1% (w/v) Silbernitrat 
Fixierlösung (IHC) 
Fixierlösung (Silberfärbung) 
Fraktionierpuffer A (Salzgradient) 
 
Fraktionierpuffer B (Salzgradient) 
 
 
Fraktionierpuffer C (Kernfraktionierung) 
 
 

















Lysispuffer für Ganzzellextrakte 
 
 






Sammelgelpuffer pH 6,8 (SDS/native PAGE) 
50% (v/v) Aceton, 50% (v/v) Methanol  
45% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsäure 
10 mM HEPES, 15 mM KCl, 2mM MgCl2, 0,1 mM 
EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 40 U/ml RNAsin  
10 mM HEPES, 2 mM MgCl2, 0,5 mM EDTA, 1 
mM DTT, 420 mM NaCl, 0,5% (v/v) NP-40, 1 mM 
PMSF, 40 U/ml RNAsin  
10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCl, 0,1 mM 
EDTA, 0,4% NP-40, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, 
1xPIC 
20 mM HEPES pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 
10% Glycerol, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, 1xPIC 
20 mM HEPES pH 7,9, 300 mM KCl, 0,2 mM 
EDTA, 0,1% (v/v) NP-40 
273 mM NaCl, 1,5 mM Na2HPO4, 54 mM HEPES 
100 mM HEPES pH 7,6, 0,75% (w/v) SDS, 5% 
(v/v) Triton X-100, 0,75 M NaCl, 5 mM EDTA, 2,5 
mM EGTA 
25 mM Tris, 40 mM 6-Aminocapronsäure, 20% 
(v/v) Methanol 
100 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
2 mM DTT, 5 mM MgCl2, 1 mM ATP 
20 mM HEPES pH 7,9, 0,3 M KCl, 0,2 mM 
EDTA, 0,1% (v/v) NP-40, 1x PIC 
100 mM Tris pH 6,8, 200 mM DTT, 4% (w/v) 
SDS, 20% (v/v) Glycerol, 0,2% (w/v) 
Bromphenolblau 
150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7,5, 0,4 mM 
EDTA, 1% (v/v) TritonX-100, 1 mM Na3VO4, 10 
mM NaF, 1 mM PMSF, 1xPIC  
50 mM NaH2PO4 pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 mM 
Imidazol, 1% (v/v) TritonX-100, 5% (v/v) Glycerin, 
10 mM β-Mercaptoethanol 
25 mM HEPES pH 7,6, 15% (v/v) Glycerol, 60 
mM KCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM DTT, 0,01% (v/v) 
NP-40 
1 M Tris pH 6,8 5. Material und Methoden 




Trenngelpuffer pH 8,8 (SDS/native PAGE) 
Waschpuffer pH 8,0 (Ni-NTA-Agarose) 
 
Waschpuffer pH 8,0 (Strep-Tactin-Säulen) 
Waschpuffer pH 8,0 (RNA-Bindung) 
Waschpuffer 1 (ChIP) 
 
 
Waschpuffer 2 (ChIP) 
 
 
Waschpuffer 3 (ChIP) 
 
 
10xWaschpuffer 4 (ChIP) 
100 mM Tris, 500 mM H3BO3, 2,5 mM EDTA 
1 M Tris pH 8,8 
50 mM NaH2PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM 
Imidazol 
100 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA 
125 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl 
20 mM HEPES pH 7,6, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% 
(w/v) NaDOC, 1% (v/v) Triton X-100, 150 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA 
20 mM HEPES pH 7,6, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% 
(w/v) NaDOC, 1% (v/v) Triton X-100, 0,5 M NaCl, 
1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA 
20 mM HEPES pH 7,6, 250 mM LiCl, 0,5% (w/v) 
NaDOC, 0,5% (v/v) NP-40, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 0,5 mM EGTA 
200 mM HEPES pH 7,6, 10 mM EDTA, 5 mM 
EGTA 
 
5.1.3.  Verwendete Organismen/Medien 
Bakterienstämme  Genotyp 
 
OneShot ® BL21 star™ (DE3) 
 
F
- ompT hsdSB (rB
-, mB





recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi 
∆(lac-pro AB) F' (traD36 proAB
+ lac
qlacZ∆m15) 
mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80∆lacZ∆M15 
∆lacX74 deoR recA1 AraD139 ∆(ara,leu) 7697 
ga/U ga/K λ
- rspL (strep
R) endA1 nupG 
 
Medien  Zusammensetzung 
 
TBamp-Medium (terrific broth) 
 
 
YT-Medium (yeast triptone) 
 
1,2% (w/v) Pepton, 2,4% (w/v) Hefeextrakt, 0,4% 
(v/v) Glycerol, 72 mM K2HPO4, 17 mM KH2PO4, 
100 µg/ml Ampicillin 
1% (w/v) Bacto Tryptone, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 




YT-Medium +1,2% (w/v) Agar 
YT-Medium/Agar +100 µg/ml Ampicillin 
YT-Medium/Agar +25 µg/ml Kanamycin 5. Material und Methoden 














Humane embryonale Nierenzellen, Derivat der 
Linie 293 (ACC 305), trägt ein Plasmid mit der 
temperatursensitiven Mutante des SV-40 large 


















Humane Zervixkarzinomzellen, 1951 kultiviert 
aus epitheloiden Zervixkarzinom einer 31-
jährigen Frau. Trägt eine HPV-18 Infektion mit 
mehreren Kopien des Provirus; das Genom 
trägt 2-3 kb Deletionen, Aktivierung und 
Transmission sind unwahrscheinlich. GMO-S1 
(Gey et al., 1952; Scherer et al., 1953) 
Humane Retinapigmentepithelzellen, 1986 
kultiviert von einem gesunden 19-jährigen 
Spender. GMO-S1 (Dunn et al., 1996) 
 
Die Kultivierung der humanen Zelllinien erfolgte bei 5% CO2, 95% relativer Luftfeuchtigkeit 
bei 37°C. Alle Zelllinien wurden in DMEM (High-Glucose, 4,5 g/l) kultiviert und mit 10% (v/v) 
FBS, 2 mM L-Glutamin sowie 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin supplementiert. 
5.1.4.  Synthetische Oligonukleotide 
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide aufgeführt. Dabei 
zeigen kapitalisierte Sequenzen die bindenden Abschnitte an, während kleingeschriebene 
Sequenzen zusätzliche, nicht-bindende Elemente darstellen. Start- und Stopp-codons sind 
fett  geschrieben,  Erkennungssequenzen  für  Restriktionsenzyme  sind  unterstrichen,  FW  = 
forward/in  3'-Richtung,  RV  =  reverse/in  5'-Richtung.  Alle  Oligonukleotide  wurden  als 
Auftragssynthese bei der Firma Eurofins (Luxemburg) bezogen. 
Oligonukleotide für Klonierungen 
Name      Sequenz (5'-->3')             
HEXIM1-FW    gcgggatccATGGCCGAGCCATTCTTGTCAG (BamHI) 
HEXIM1-RV    ccgctcgagCTAGTCTCCAAACTTGGAAAG (XhoI) 
Tat-FW    ggatccGCCACCATGGAGCCAGTAG (BamHI) 5. Material und Methoden 
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Tat-RV      gaattcGAACGGATCTGTCTCTGTCTCTCTCTCCACC (EcoRI) 
AF4N-FW    ggcctctgaggccACCATGGCAGCCCAGTCAAG (SfiI) 
AF4N-RV    ccgctcgagAACTGACTGAGAAGGCATCT (XhoI) 
CycT1-FW    ggtctcAACTCATGGAGGGAGAGAGGAAG (BsaI) 
CycT1-RV    ggcctgacaggccTTACTTAGGAAGGGGTGGAAGTG (SfiI) 
HEXIM1-FW2   ggtctcAACTCATGGCCGAGCCATTCTTGT (BsaI) 
HEXIM1-RV2   ggcctgacaggccCTAGTCTCCAAACTTGGAAAG (SfiI) 
mTag-BFP-FW  ggcctctgaggccACCATGAGCGAGCTGATTA (SfiI) 
mTag-BFP-RV  ggtctcAGAGTCCGGAGTTCAGCTTGT (BsaI) 
mTag-GFP2-FW  ggcctctgaggccACCATGAGCGGGGGCGAGGA (SfiI) 
mTag-GFP2-RV  ggtctcAGAGTCCGGACCTGTACAGCT (BsaI) 
CDK9-FW    cgcggatccATGGCAAAGCAGTACGACTCGGTGG (BamHI) 
CDK9-RV    ccgctcgagGAAGACGCGCTCAAACTCCGTCTG (XhoI) 
dTom-FW    tctagaATGTTGAGCAAGGGCGAGGA (XbaI) 
dTom-RV    gatatcCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGT (EcoRV) 
BRLF1-FW    cgcaagcttATGAGGCCTAAAAAGGATGGC (HindIII) 
BRLF1-RV    cgcgcggccgcCTAAATAAGCTGGTGTCAA (NotI) 
BZLF1-FW    cgcggatccATGATGGACCCAAACTCGACT (BamHI) 
BZLF1-RV    ccgctcgagGAAATTTAAGAGATCCTCGTG (XhoI) 
IE1-FW    cgcggatccATGGAGTCCTCTGCCAAGAGA (BamHI) 
IE1-RV    ccgctcgagCTGGTCAGCCTTGCTTCTAGT (XhoI) 
IE2-RV    cgcgcggccgcTGAGATTTGTTCCTCAGGTCC (NotI) 
E2-FW     cgcggatccATGGAGACTCTTTCTCAACG (BamHI) 
E2-RV     ccgctcgagTATAGTCATATATCCTGTTGACACT (XhoI) 
E8^E2C-FW    cgcggatccATGGCAATACTGAAGTGGAAAC (BamHI) 5. Material und Methoden 
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E8^E2C-RV    ccgctcgagAATAGTCATATATCCTGTTGACACTGA (XhoI) 
E6/7-FW    cgcggatccATGCACCAAAAGAGAACTGCAA (BamHI) 
E6/7-RV    ccgctcgagTGGTTTCTGAGAACAGATGGG (XhoI) 
E6-FW     cgcggatccATGCACCAAAAGAGAACTGCAA (BamHI) 
E6-RV     ccgctcgagCAGCTGGGTTTCTCTACGTG (XhoI) 
E7-FW     cgcggatccATGCATGGAGATACACCTACA (BamHI) 
E7-RV     ccgctcgagTGGTTTCTGAGAACAGATGGG (XhoI) 
E8-FW     cgcggatccATGGCAATACTGAAGTGG (BamHI) 
E8-RV     ccgctcgagGTACCATCTGCTGCGTTT (XhoI) 
ORF45-FW    cgcggatccATGGCTATGTTTTTAGACACTGAGGCA (BamHI) 
ORF45-RV    gcggccgcTTAAGCCACGGCCAAACATAACA (NotI) 
Rta-FW    cgcgaattcATGGCGCAAGATGACAAGGGTA (EcoRI) 
Rta-RV    cgcctcgagGTCTCGGAAGTAATTACGCCA (XhoI) 
ICP27-FW    cgcggatccATGGCGACTGACATTGATATGCTA (BamHI) 
ICP27-RV    cgcctcgagAAACAGGGAGTTGCAATAAAAATATTT (XhoI) 
Oligonukleotide als Linker 
Name      Sequenz (5'-->3')             
pDF-MCS-FW   agcttggatccgaattcgcggccgcctcgagtctagagatatcggtacctaagggcc  
      (HindIII/ApaI) 
pDF-MCS-RV   cttaggtaccgatatctctagactcgaggcggccgcgaattcggatcca (HindIII/ApaI) 
FLAG®-Tag-FW  atcgactacaaagacgatgacgacaagggtac (EcoRV/KpnI) 
FLAG®-Tag-RV  ccttgtcgtcatcgtctttgtagtcgat  (EcoRV/KpnI) 
AF4-SfiI-FW    ggcctgtcaggcc (NotI/AvrII) 
AF4-SfiI-RV    ctaggcctgaca  (NotI/AvrII) 
AF4-SfiI-FW2   ctagaggcctctgaggccaccatggcagcccagtcaagttt (XbaI/BsrGI) 5. Material und Methoden 
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AF4-SfiI-RV2    gtacaaacttgactgggctgccatggtggcctcagaggcct (XbaI/BsrGI) 
Oligonukleotide für die zielgerichtete Mutagenese 
Name      Sequenz (5'-->3')             
CDK9K44A-FW  AAGACCGGCCAGgcaGTGGCTCT (AAG->gca/K->A) 
CDK9K44A-RV  AGAGCCACtgcCTGGCCGGTCTT 
CDK9K4849A-FW  AGGTGGCTCTGgcGgcGGTGCTGAT (AAGAAG->gcGgcG/KK->AA) 
CDK9K4849A-RV  ATCAGCACCgcCgcCAGAGCCACCT 
CDK9K44R-FW  AAGACCGGCCAGAgGGTGGCTCT (AAG->AgG/K->R) 
CDK9K44R-RV  AGAGCCACCcTCTGGCCGGTCTT 
CDK9K4849R-FW  GTGGCTCTGAgGAgGGTGCTGATGG (AAGAAG->AgGAgG/KK->RR) 
CDK9K4849R-RV  CCATCAGCACCcTCcTCAGAGCCAC 
CDK9T186A-FW  GCCCAACCGCTACgCCAACCGTGTGGTGACAC (ACC->gCC/T->A) 
CDK9T186A-RV  GTGTCACCACACGGTTGGcGTAGCGGTTGGGC 
Oligonukleotide für die quantitative PCR (qPCR) 
Name      Sequenz (5'-->3')             
GAPDH-FW    CTTCACCACCATGGAGGAAGG 
GAPDH-RV    CCTGCTTCACCACCTTCTTG 
Actin-FW    ACCACGGGTCATCACCATTGG 
Actin-RV    CACGGAGTACTTGCGCTCAG 
AF4-FW    TTGCAATGCAGCAGAAGCC 
AF4-RV    TTCACTGTCACTGTCCTCACTGTC 
7SKsnRNA-FW  AGGACCGGTCTTCGGTCAA 
7SKsnRNA-RV  TCATTTGGATGTGTCTGCAGTCT 5. Material und Methoden 
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5.1.5.  Vektoren und Plasmide 
pTARGET: Dabei handelte es sich um den kommerziellem, konstitutiven Expressionsvektor 
für  Säugerzellen  des  pTARGET™  Mammalian  Expression  Vektor  System  (Promega, 
Madison,  USA,  Cat.  No.  A1410).  Dieser  Vektor  erlaubt  die  Insertion  von  PCR-Produkten 
ohne distinkte Restriktionsschnittstellen durch einen terminal überhängende Thymin-Base im 
linearisierten Zustand. Die Expression erfolgt über eine CMV-Promotor/Enhancer Region. 
pTARGET-AF4/pTARGET-der4: Diese Vektoren waren eine freundliche Spende von Frau 
Dr.  Adelheid  Bursen,  Institut  für  Pharmazeutische  Biologie,  Johann  Wolfgang  Goethe 
Universität, Frankfurt am Main und sind bereits publiziert und beschrieben
485. 
pEXPR-IBA103:  Dabei  handelte  es  sich  um  den  kommerziellen,  konstitutiven 
Expressionsvektor für Säugerzellen des One-STrEP-Tag® System (IBA, Göttingen, Cat. No. 
2-3505-000). Dieser Vektor fügt eine C-terminale Strep-Markierung an das zu exprimierende 
Protein  an  und  erlaubt  so  die  Affinitätsreinigung  über  das  Strep-Tactin-System.  Die 
Expression erfolgt über eine CMV-Promotor/Enhancer Region. 
pEXPR-IBA103-AF4/der4:  Diese  Vektoren  waren  eine  freundliche  Spende  von  Frau  Dr. 
Anne  Benedikt,  ehemals  Institut  für  Pharmazeutische  Biologie,  Johann  Wolfgang  Goethe 
Universität, Frankfurt am Main und sind bereits publiziert und beschrieben
486. 
pGEX-5T: Dabei handelte es sich um den kommerziellen, induzierbaren Expressionsvektor 
für Prokaryoten des pGEX System (GE Healthcare, Pittsburgh, USA). Dieser Vektor wurde 
mittlerweile  durch  die  pGEX-5X  Serie  ersetzt  (Cat.  No.  28-9545-53)  und  ist  nicht  mehr 
erhältlich.  Wesentlicher  Unterschied  ist  das  Vorhandensein  einer  Factor  Xa-Schnittstelle 
anstelle  einer  Thrombin-Schnittstelle.  Er  fügt  eine  N-terminale  Histidin  Hexapeptid-  sowie 
eine  GST-Markierung  an  das  zu  exprimierende  Protein  an  und  erlaubt  so  die 
Affinitätsreinigung über Glutathion- oder Ni-NTA-Matrizen. Die Expression erfolgt über einen 
IPTG-induzierbaren tac-Promotor. 
pGEX-5T-CTD:  Dieser Vektor  war  eine freundliche  Spende  von  Frau Dr.  Anne  Benedikt, 
ehemals  Institut  für  Pharmazeutische  Biologie,  Johann  Wolfgang  Goethe  Universität, 
Frankfurt am Main und ist bereits publiziert und beschrieben
486. 
pGEX-5T-AF4N: Dieser Vektor war eine freundliche Spende von Frau Dr. Adelheid Bursen, 
Institut  für  Pharmazeutische  Biologie,  Johann  Wolfgang  Goethe  Universität,  Frankfurt  am 
Main und ist bereits publiziert und beschrieben
485. 5. Material und Methoden 
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pGEX-5T-HEXIM1:  Der  aus  cDNA  amplifizierte  offene  Leserahmen  (ORF)  des  humanen 
HEXIM1 (gemäß NCBI Referenz NM_006460.2, 1080 bp, mit Stop-Codon TAG) wurde über 
BamHI/XhoI in die MCS des pGEX-5T kloniert. 
pGEX-5T-Tat:  Der  offene  Leserahmen  (ORF)  des  HIV-1  Tat  (gemäß  GenBank  Eintrag 
M64491.1, 306 bp, mit Stop-Codon TGA) wurde über BamHI/EcoRI in die MCS des pGEX-
5T kloniert. 
HIV-1/TAR-Luciferase Reporterplasmid: Dieser Vektor war eine freundliche Spende von 
Dr.  André  Berger,  ehemals  Paul-Ehrlich-Institut,  Langen,  und  ist  bereits  publiziert  und 
beschrieben
755. 
pRL-SV40: Dabei handelte es sich um den kommerziellen, konstitutiven Expressionsvektor 
für  die  Renilla  Luciferase  als  interne  Kontrolle  für  Luciferase-abhängige 
Reportergenversuche (Promega, Madison, USA, Cat. No. E2231).  
pN10/pGL3cdsInJM: Diese Vektoren waren eine freundliche Spende von Herrn Prof. Dr. 
Dieter  Steinhilber,  Institut  für  Pharmazeutische  Chemie,  Johann  Wolfgang  Goethe 
Universität, Frankfurt am Main und sind bereits publiziert und beschrieben
725,726. 
pITR-EZP  (EF1α/ZsGreen/Puromycin-Resistenz):  Dieser  Vektor  ist  ein  konstitutives 
Expressionsplasmid,  dessen  durch  die  ITRs  (inverted  tandem  repeats)  definierte 
Expressionskassette (Transposon) über das Sleeping-Beauty Transposase System stabil in 
das  Genom  integriert  werden  kann.  Die  Expression  des  GOI  erfolgt  über  einen  EF1α-
Promotor (E) in Kombination mit einerSV40 polyA-Sequenz. Die Insertion des GOI erfolgt 
über  distinkte  SfiI  Schnittstellen.  Weiterhin  codiert  die  Integrationskassette  in  einem 
getrennten  ORF  für  das  ZsGreen  Protein  (Z)  als  Transfektionsreporter  sowie  für  die 
Puromycin  N-acetyl-transferase  (P)  als  Selektionsmarker,  deren  Expression  über  einen 
PGK-Promotor gesteuert wird. Beide Proteine sind nach der Translation über ein 2A-Peptid 
verbunden  und  werden  post-translational  proteolytisch  getrennt.  Dieser  Vektor  und  alle 
weiteren  pITR-Vektoren  ohne  GOI  waren  eine  freundliche  Spende  von  Dr.  Eric  Kowarz, 
Institut  für  Pharmazeutische  Biologie,  Johann  Wolfgang  Goethe  Universität,  Frankfurt  am 
Main. 
pITR-EZP-bGH: Dieser Vektor ist analog zu pITR-EZP, enthält jedoch anstelle der SV40-
polyA Sequenz eine bovine growth hormone-polyA Sequenz, welche die mRNA des GOI 
stärker stabilisiert und so die Genexpression erhöht
756. 
pITR-ETP:  Dieser  Vektor  ist  analog  zu  pITR-EZP,  enthält  jedoch  anstelle  des  ZsGreen 
Reporterprotein ein dTomato Reporterprotein. 5. Material und Methoden 
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pITR-TCZP:  Dieser  Vektor  ist  analog  zu  pITR-EZP,  enthält  jedoch  anstelle  des  EF1α-
Promotors  einen  durch  Doxycyclin  induzierbaren  TRE2-Promotor  (T)  sowie  einen  CMV-
Enhancer  strangabwärts  der  polyA  Sequenz.  Weiterhin  wurde  zur  Kontrolle  des  TRE2-
Promotors ein rtTA2S-M2 (optimierter reverse tet transactivator) Element
757, ebenfalls durch 
das 2A-Peptid verbunden, in das ZsGreen/Puromycin N-acetyl-transferase ORF eingefügt. 
pITR-EZP/EZP-bGH/TCZP-AF4ST: Für die Insertion des AF4 ORF mit C-terminaler Strep-
Markierung (AF4ST) wurde diese Sequenz aus dem pEXPR-IBA103-AF4 durch Einbringung 
zweier  distinkter  SfiI  Erkennungssequenzen  unmittelbar  strangauf-  (über  XbaI/BsrGI)  und 
strangabwärts  (über  NotI/AvrI)  mittels  Oligonukleotid-Linker  mobilisiert.  Der  modifizierte 
pEXPR-IBA103-AF4  2xSfiI  Vektor  wurde  dann  über  SfiI  geöffnet  und  das  isolierte  ORF 
AF4ST in die pITR Vektoren eingesetzt. 
pITR-EZP-AF4NST:  Die  Sequenz  des  AF4  N-Terminus  wurde  mittels  PCR  und  zweier 
synthetischer Oligonukleotide mit entsprechend angefügten SfIi/XhoI Erkennungssequenzen 
aus dem pGEX-5T-AF4N als Matrize heraus amplifiziert und restriktionsverdaut. Der Vektor 
pITR-TCZP-AF4ST  wurde  analog  verdaut.  Eine  XhoI  Erkennungssequenz  zwischen  AF4 
ORF und der strangabwärts liegenden Strep-Markierung erlaubte die Einführung des AF4N 
Amplifikats unter Erhalt der Strep-Markierung. 
pITR-EZP-AF4mC: Der ORF für ein C-terminal mit dem mCherry Protein markiertes AF4 und 
den  entsprechenden  SfiI  Erkennungssequenzen  war  eine  freundliche  Spende  von  Herrn 
Fabian Mück, Institut für Pharmazeutische Biologie, Johann Wolfgang Goethe Universität, 
Frankfurt am Main. Der restriktionsverdaute ORF wurde in den pITR-EZP eingesetzt.  
pITR-ETP-GFPHEXIM1/BFPCycT1: Der aus cDNA amplifizierte offene Leserahmen (ORF) 
des  humanen  HEXIM1  (gemäß  NCBI  Referenz  NM_006460.2,  1080  bp,  mit  Stop-Codon 
TAG) oder des humanen CycT1 (gemäß NCBI Referenz NM_001240.3, 2178 bp, mit Stop-
Codon TAA) wurde am jeweiligen 5'-Ende durch PCR mit einer BsaI und am 3'-Ende mit 
einer SfiI Erkennungssequenz versehen. Gleichsam wurden die ORF des mTagBFP 
758 bzw. 
des  mTagGFP2
758,759  jeweils  am  5'-Ende  mit  einer  SfiI  und  am  3'-Ende  mit  der  BsaI 
Erkennungssequenz versehen. Die Amplifikate wurden restriktionsverdaut und über die BsaI 
Schnittstelle  mittels  einer  Ligationsreaktion  zu  mTagBFP-CycT1  und  mTagGFP2-HEXIM1 
fusioniert. Anschließend wurden die Fusionen über SfiI in den pITR-ETP inseriert.  
SB100xco: Vollständig "pcGlobin SB100xco". Dieser Vektor war eine freundliche Spende 
von  Dr.  Zoltán  Ivics,  Paul-Ehrlich-Institut,  Langen  und  ist  bereits  publiziert  und 
beschrieben
760.  Er  dient  als  Expressionsplasmid  für  die  hyperaktive  Transposase  zwecks 
Integration der Transposons aus den pITR-Vektoren (s.o.). 5. Material und Methoden 
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pCMV-dR8.91/pMD2.G:  Beide  Plasmide  waren  eine  freundliche  Spende  aus  dem 
Arbeitskreis  Prof.  Dr.  Dieter  Steinhilber,  Institut  für  Pharmazeutische  Chemie,  Johann 
Wolfgang  Goethe  Universität,  Frankfurt  am  Main.  Der  pCMV-dR8.91  ist  ein 
Verpackungsplasmid der zweiten Generation und codiert für alle HIV-1 Gene mit Ausnahme 
des  Envelops  sowie  der  Hilfsgene  wie  vpr,  vpu,  nef  etc..  pCMV-dR8.91  ist  bereits 
beschrieben  und  publiziert
761.  pMD2.G  ist  der  Expressionsvektor  für  den  Envelop  und 
stammt  ursprünglich  aus  dem  Labor  von  Didier  Trono  (École  Polytechnique  Fédérale  de 
Lausanne, Schweiz), er entspricht dem Addgene-Plasmid 12259. 
shRNA-AF4: Es handelte sich hierbei um das validierte, kommerzielle  lentivirale shRNA-
Plasmid  pLKO.1-puro  der  Firma  Sigma-Aldrich  (St.  Louis,  USA).  Es  wurde  der  Klon 
NM_005935.1-3999s1c1  (shRNA-Sequenz  5`-CCGGGCACTA  TACACGACAG 
GGTTTCTCGA  GAAACCCTGT  CGTGTATAGT  GCTTTTT-3'  in  der  CDS,  TRC-Nummer: 
TRCN0000021976) eingesetzt.  
pDF: Der pDF Vektor ist eine modifizierte Version des kommerziellen Expressionsvektors 
pcDNA3  für  Säugerzellen  der  Marke  Invitrogen™  (Life  Technologies,  Paisley,  UK).  Dazu 
wurde über die Schnittstellen HindIII/ApaI der ursprünglichen Multiplen Klonierstelle durch 
ein synthetisches Oligonukleotid eine neue Multiple Klonierungsstelle (HindIII-BamHI-EcoRI-
NotI-XhoI-XbaI-EcoRV-KpnI-TGA(Stop))  eingefügt  und  in  diese  anschließend  über 
EcoRV/KpnI  die  FLAG®-Markierung  ebenfalls  über  ein  synthetisches  Oligonukleotid 
inseriert.  Dieser  Vektor  erlaubte  durch  die  Vielzahl  an  möglichen  Kombinationen  von 
Restriktionsenzymen  die  Klonierung  aller  viralen  ORF  in  einen  einheitlichen 
Expressionsvektor  und  fügte  gleichzeitig  eine  C-terminale  FLAG®-Markierung  zwecks 
Detektion und Immunpräzipitation an.  
pDF-CDK9/CDK9  Mutanten:  Der  aus  cDNA  amplifizierte  offene  Leserahmen  (ORF)  des 
humanen CDK9 (gemäß NCBI Referenz NM_001261.3, 1118 bp) wurde über BamHI/XhoI in 
den  pDF  inseriert.  Alle  Mutanten  entstanden  durch  zielgerichtete  Mutagenese  mit  den 
entsprechenden Oligonukleotiden.  
pDF-IE Proteine: Alle ORF der verwendeten viralen IE-Proteine wurden mittels PCR aus 
den  entsprechenden  gespendeten  Vektoren  amplifiziert  und  mit  Erkennungssequenzen 
geeigneter  Restriktionsenzyme  versehen.  Die  Amplifikate  wurden  anschließend 
restriktionsverdaut  und  in  die  Multiple  Klonierungsstelle  des  pDF  eingefügt.  Die 
entsprechenden Enzyme waren: HindIII/NotI (BRLF1), BamHI/XhoI (BZLF1/IE1/E2/E8^E2C/-
E67/E6/E7/E8/ORF45/ICP27), BamHI/NotI (IE2) sowie EcoRI/XhoI (Rta). HCMV IE1 und IE2 
könne aufgrund des identischen ersten Exons am 5'-Ende mit dem gleichen Oligonukleotid 
amplifiziert werden. Die Plasmide mit den ORFs waren freundliche Spenden von Herrn Prof. 5. Material und Methoden 
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Dr. Dieter Steinhilber vom Institut für Pharmazeutische Chemie, Johann Wolfgang Goethe-
Universität  Frankfurt  (HCMV  IE1,  IE2),  Herrn  Prof.  Dr.  Georg  Wilhelm  Bornkamm,  GSF-
Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit, Helmholtz Zentrum München (EBV BZLF1, 
BRLF1),  Herrn  Prof.  Dr.  Thomas  Iftner,  Sektion  Experimentelle  Virologie, 
Universitätsklinikum  Tübingen  (HPV16  E-Proteine),  und  Herrn  Dr.  Frank  Neipel, 
Virologisches  Institut  -  Klinische  und  Molekulare  Virologie,  Erlangen  (HHV8  Rta,  KSHV 
ORF45 und HSV-1 ICP27).  
pDTF/pDTF-IE1: Der pDTF war eine modifizierte Variante des pDF, die N--terminal der C-
terminalen FLAG®-Markierung eine direkt fusionierte dTomato-Markierung trägt. Dazu wurde 
das  dTomato  Fragment  mittels  PCR  aus  dem  pITR-ETP  heraus  amplifiziert  und  über 
XbaI/EcoRV in die Multiple Klonierungsstelle des pDF eingefügt, dies geschah analog für 
den pDF-IE1. Alle durch den pDTF exprimierten Proteine tragen damit eine direkte dTomato-
FLAG® Markierung, sind also fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar. 
5-LO  Plasmid:  Das  Expressionsplasmid  für  die  vollständige  Arachidonat-5-Lipoxygenase 
war eine freundliche Spende aus dem Arbeitskreis Prof. Dr. Dieter Steinhilber, Institut für 
Pharmazeutische Chemie, Johann Wolfgang Goethe Universität, Frankfurt am Main.  
5.1.6.  Antikörper 
Primäre Antikörper: 















Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen das 
interne synthetische Peptid AS 130-149 der 
humanen 5-LO (Cayman Chemical) 
Ziege polyklonale Antikörper gegen ein N-
terminales synthetisches Peptid des humanen 



















Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen ein 
synthetisches Peptid des C-Terminus des 
humanen CDK9 (Santa Cruz Biotechnology) 
Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen ein 
synthetisches Peptid des C-Terminus des 
humanen CDK7 (Santa Cruz Biotechnology) 
Maus monoklonaler Antikörper gegen das 55 
kDa HCMV IE1 Protein (Acris Antibodies) 
Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen das 5. Material und Methoden 

























































interne synthetische Peptid AS 261-505 des 
humanen CYCLIN T1 (Santa Cruz 
Biotechnology) 
Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen das 
C-terminale synthetische Peptid AS 300-359 
des humanen HEXIM1 (Abcam) 
Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen das 
C-terminale synthetische Peptid AS 533-582 
des humanen LARP7 (Abcam) 
Ziege polyklonaler Antikörper gegen ein C-
terminales synthetisches Peptid des humanen 
AKTIN (Santa Cruz Biotechnology) 
Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen das 
C-terminale synthetische Peptid AS 532-551 
des humanen NFkB p65 (Abcam) 
Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen ein 
synthetisches Peptid welches acetylierte 
Lysine trägt (Cell Signalling Technology) 
Kaninchen polyklonaler Antikörper gegen den 
acetylierten N-Terminus des humanen Histon 
H3 (Millipore) 
Maus monoklonaler Antikörper gegen das 
synthetische FLAG-Peptid DYKDDDDK 
(Sigma) 
Kaninchen IgG als Negativkontrolle in den 
ChIP-Experimenten (Millipore) 
Kaninchen/Ziege/Maus IgG als 
Negativkontrolle für diverse Experimente 
(Santa Cruz Biotechnology) 
Sekundäre Antikörper 
Bezeichnung  Verdünnung  Beschreibung 
 
Anti-Goat HRP Konjugat 
 
 








Mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelter 
Antikörper gegen Ziege-IgG (Vector 
Laboratories) 
Mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelter 
Antikörper gegen Maus-IgG (GE Healthcare) 






Mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelter 
Antikörper gegen Kaninchen-IgG (GE 
Healthcare) 5. Material und Methoden 









Mit IRDye® 800CW gekoppelter Antikörper 
gegen Kaninchen-IgG (Li-Cor) 
Mit IRDye® 800CW gekoppelter Antikörper 
gegen Ziege-IgG (Li-Cor) 
 
5.2.  Molekularbiologische Methoden 
5.2.1.  Standardmethoden 
Im  Folgenden  werden  die  durchgeführten  allgemeinen  molekularbiologischen  Methoden 
aufgeführt.  Deren  Durchführung  erfolgte gemäß  den  gängigen  Protokollsammlungen  oder 
Herstellerangaben und wird daher in dieser Arbeit nicht im Detail beschrieben (vgl. Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Vol.3/4 von Sambrook et al., 2000/2012).  
  - Auffüllreaktionen an überhängenden Enden der DNA (fill-in) 
  - Dephosphorylierung von 5'-Enden der DNA mittels alkalischer Phosphatase 
  - Elektroporation von E.coli Bakterien 
  - Extraktion von Gesamt-RNA aus eukaryoten Zellen (mittels RNeasy® Mini Kit von 
    QIAGEN) 
  - Fällungsmethoden für Nukleinsäuren (Alkoholisch/Phenol-Chloroform) 
  - Gelelektrophoresen mit Agarose (DNA) und Acrylamid (Proteine) 
  - Gelextraktion von DNA (mittels QIAquick® Gel Extraction Kit von QIAGEN) 
  - Herstellung von CaCl2- und Elektroporations-kompetenten E.coli Bakterien 
  - Hybridisierung von synthetischen Oligonukleotiden 
  - Induktionskinetiken für die Expression rekombinanter Proteine aus E.coli 
  - Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (mittels PureYield™ Plasmid MaxiPrep 
    System von Promega) 
  - Ligation von DNS mittels T4 DNA-Ligase 
  - Minilysat Präparation von Plasmid-DNS aus E.coli mittels alkalischer Lyse 
  - PCR Analysen 
  - Phosphorylierung von 5'-Enden der DNS mittels T4 Polynukleotidkinase 5. Material und Methoden 
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  - Photometrische Bestimmung der Konzentration von DNA/Proteinen 
  - Reverse Transkription von RNA in cDNA mittels Reverser Transkriptase (Invitrogen) 
  - Spaltung von DNA mit diversen Restriktionsenzymen (New England Biolabs) 
  - Transformation von E.coli mittels CaCl2 (heat-shock) 
  - Western Blot (Semi-dry; z.T. Trans-Blot® TURBO™ von Bio-Rad) 
  - Zielgerichtete Mutagenese (QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent 
    Technologies) 
5.2.2.  Sequenzanalysen 
Alle  DNS-Sequenzierungen  wurden  mit  dem  ABI  Prism  BigDye™  Terminator  Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit gemäß der Herstelleranleitung durchgeführt. Methodische 
Grundlage  ist  die  Sequenzierung  per  Kettenabbruchmethode.  Nach  chromatographischer 
Auftrennung ermöglicht sie eine auf vier unterschiedlichen Fluoreszenz-Signalen basierende 
Sequenzierung von Einzel- oder Doppelstrang-DNA im ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer. 
5.2.3.  Quantitative PCR (qPCR) 
Die  quantitative  PCR  wurde  unter  Verwendung  des  StepOne  Plus  System  von  Applied 
Biosystems durchgeführt. Die Detektion der Amplifikate erfolgte über die Interkalation von 
SYBR  Green  I  (Power®  SYBR  Green,  Applied  Biosystems)  in  die  DNA.  Die  relative 
Quantifizierung erfolgte durch Anwendung der vergleichenden CT-(cycle threshold) Methode 
(2
∆∆CT),  als  Referenzgen  diente  β-Actin/GAPDH,  Basis  der  Vergleichs  waren  stets  mit 
Leervektor transfizierte Zellen. Für die Standardkurve im Falle der absoluten Quantifizierung 
der 7SK snRNA oder von β-Actin mRNA wurden 10
1 bis 10
8 Kopien je im Triplikat eingesetzt 
und anschließend mittels linearer Regression die Kopienzahl in den Proben errechnet. Das 
Standardprotokoll der qPCR war 
 
  95°C    10 min.  Initiale Denaturierung 
  95°C    15 sec.  Aufschmelzen  
  60°C    1 min.    Transkription 
  95°C    15 sec.  Aufschmelzen 
  60°C    1 min.    Transkription 
  95°C    15 sec.  Schmelzpunktbestimmung 
 
40 Zyklen 5. Material und Methoden 
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Die Reaktion fand in einem Gesamtvolumen von 25 µl in 1x SYBR Green PCR Master Mix  
unter Zugabe von 1,5 µl umgeschriebener cDNA und je 5 pmol der Oligonukleotide statt. 
5.3.  Produktion und Aufreinigung rekombinanter Proteine 
Die  Aufreinigung  rekombinanter  Proteine  erfolgte  als  sequentielle  Tandemaufreinigung 
zwecks  Reinheit  und  Spezifität  der  Proteine  für  anschließende  in-vitro  Versuche.  Zur 
Expression sämtlicher rekombinanten Proteine wurden deren kodierende Sequenzen in den 
bakteriellen Expressionsvektor pGEX5T kloniert. Dieser fusioniert an den N-Terminus des 
Proteins eine Histidin-hexapeptid- und eine Glutathion-S-Transferase-Markierung, zusätzlich 
erlaubt  er  eine  durch  die  Zugabe  von  IPTG  induzierbare  Expression.  Die 
Expressionsvektoren wurden 24 h vor der Produktion in den Bakterienstamm E.coli OneShot 
® BL21 star™ (DE3) transformiert und die Bakterien nach dem Ausplattieren auf YTamp-Agar 
selektioniert. Ein vereinzelter, resistenter Klon wurde zum Animpfen einer 50 ml Vorkultur 
YTamp-Medium verwendet und für 16 h bei 180 rpm und 37°C bis  zur stationären Phase 
inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 25 ml in eine 1 l TBamp-Medium Hauptkultur überimpft 
und diese in einem Schikanenkolben für ca. 1 h bei 30°C und 180 rpm bis zu einer OD600 von 
0,6-0,8 inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von 1 mM IPTG. Die 
induzierte Kultur wurde dann für weitere 3 h unter den genannten Bedingungen inkubiert und 
anschließend geerntet. 
Zum  Ernten  wurde  die  Kultur  bei  5000  rpm,  4°C  für  10  Minuten  zentrifugiert  und  der 
Überstand  verworfen.  Die  Bakterienpellets  wurden  in  3  ml/mg  Lysepuffer  mit  1  mg/ml 
Lysozym resuspendiert und für 30 min. auf Eis lysiert. Anschließend wurde die Suspension 
unter Kühlung im Eisbad für 6x10 Sekunden mit einer Amplitude von 50% am Ultraschall 
homogenisiert. Das Homogenisat wurde einem DNS-Verdau für 15 min. bei 4°C unterzogen 
um  die  Viskosität  der  Proben  zu  erniedrigen.  Bei  Bedarf  wurde  danach  erneut  2x10 
Sekunden homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation für 20 min. bei 4°C und 10000 rpm 
zur  Abtrennung  des  Zelltrümmer.  Anschließend  wurde  der  Überstand  für  1h  einer 
Ultrazentrifugation bei 4°C und 35000 rpm unterzogen. Der dadurch produzierte Überstand 
diente als Ausgangsmaterial für die Aufreinigung. 
Der erste Aufreinigungsschritt erfolgte mittels des Histidin-hexapeptides über einen 50% Ni-
NTA-Agaroseharz  bei  konstanten  4°C.  Dazu  wurde  1  ml  des  Harzes  in  eine 
Einwegchromatographiesäule  gegeben  und  für  5  min.  abgesetzt.  Der  Überstand  wurde 
abgelassen und das Harz durch Durchlaufen von 10 ml Lysepuffer äquilibriert. Anschließend 
wurde das homogenisierte Bakterienlysat aufgegeben, die Säule mit Deckel und Parafilm 
versiegelt  und  unter  Rotation  für  1  h  inkubiert.  Nach  Absetzen  des  Harzes  wurde  der 
Überstand abgelassen und dreimal per Durchfluss mit 5 ml Waschpuffer gewaschen. Dann 
erfolgte die Elution des gebundenen Proteins in vier Elutionen mit je 500 µl Elutionspuffer per 5. Material und Methoden 
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Durchfluss. Die Elutionsfraktionen 2 bis 4 wurden vereinigt und dienten als Ausgangsmaterial 
für  den  zweiten  Aufreinigungsschritt.  Zur  präzisen  Bestimmung  der  Proteinkonzentration 
wurden  die  Proben  unter  Verwendung  folgender  Parameter  an  einem  Nanophotometer 
vermessen  (Nanophotometer  P330  von  Implen,  Nano  Application  Protein-UV,  Lid  10, 
custom) 
 
Protein      Molekulargewicht [Da]  ε [cm
-1 M
-1] 
6xHis-GST      29019       42860 
6xHis-GST-AF4N    66653       53290 
6xHis-GST-HEXIM1    68251       82280 
6xHis-GST-[YSPTSPS]2x  30115       45840 
6xHis-GST-Tat    39427       57300 
 
Für die Reinigung mittels magentischer Gluthathion-Sepharose Beads wurden 500 µg der 
Proteine verdünnt in 500 µl Bindungspuffer eingesetzt. Entsprechend der Bindungskapazität 
der Beads (10 mg/ml) wurden 50 µl derselben verwendet, die vorgehend dreimal in 300 µl 
Bindungspuffer  äquilibriert  wurden.  Nach  Zugabe  der  Proteine  wurde die  Suspension  zur 
Bindung  für  1  h  bei  4°C  unter  Rotation  inkubiert  und  anschließend  dreimal  mit  300  µl 
Bindungspuffer gewaschen. Anschließend erfolgte die Elution in zwei Fraktionen (200 µl+100 
µl) mit Elutionspuffer für 5 min. bei Raumtemperatur. Die Elution-Fraktionen wurden vereinigt 
und mit 1 mM Natriumazid und 1xPIC versetzt. Die Konzentration wurde wie beschrieben 
vermessen  und  die  Reinheit  mittels  12%  SDS-PAGE  o.  12%  nativer  PAGE  und 
anschließender Silberfärbung (siehe 5.5.12.) geprüft. 
5.4.  Arbeiten mit Säugerzellen 
5.4.1.  Transfektion 
5.4.1.1. Transfektion von 293T/ARPE-19 Zellen mittels Polyethylenimin (PEI) 
293T/ARPE-19  Zellen  wurden  zu  einer  Konfluenz  von  ~50%  ausgebracht  und  für  24  h 
Adhärenz ausbilden lassen. 2-3 h vor der Transfektion wurde das Medium erneuert. Um die 
zu  transfizierende  Plasmid-DNA  für  die  Endozytose  vorzubereiten  wurden  zwei  separate 
Lösungen hergestellt: 
 
Lösung A:  3,6 µl 10 mM PEI pro µg Plasmid-DNA wurden 1:5 in 1xPBS verdünnt 
Lösung B:  totale Plasmid-DNA, mit 1xPBS auf obiges Volumen aufgefüllt 
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Lösung B wurde tröpfchenweise unter Vortexen in Lösung A pipettiert und danach für weitere 
30 Sekunden unter vortexen. Anschließend wurde das Gemisch für 15 min. bei RT inkubiert 
und gleichmäßig tröpfchenweise auf die Zellen gegeben. 16 h nach der Zugabe wurde das 
Medium wieder erneuert. 
5.4.1.2. Transfektion von HeLa/293T Zellen mittels Calciumphosphat 
In dieser Arbeit wurde die Transfektion mittels Calciumphosphat für HeLa Zellen ausgewählt, 
da diese Methode erheblich bessere Transfektionseffizienzen erzielte als die Transfektion 
mit PEI. 293T Zellen wurden nur im Falle des lentiviralen knock-down mit Calciumphosphat 
transfiziert. HeLa Zellen wurden zu einer Konfluenz von 60-70% ausgebracht und für 24 h 
Adhärenz  ausbilden  lassen.  2-3  h  vor  der Transfektion  wurde  das  Medium  erneuert.  Zur 
Bildung  der  Mikropräzipitate  zwischen  Calciumionen,  Phosphat  und  der  Plasmid-DNS 
wurden zwei separate Lösungen vorbereitet: 
 
Lösung A:  500 µl 2xHBS-Puffer 
Lösung B:  10 µg Plasmid-DNS, 61 µl 2M CaCl2 ad 500 µl MQ-Wasser 
 
Lösung B wurde tröpfchenweise in die durch Luftzuführung turbulente Lösung A pipettiert 
und danach für weitere 30 Sekunden unter vortexen. Anschließend wurde das Gemisch für 1 
min. bei RT inkubiert und gleichmäßig auf die Zellen gegeben. 16 h nach der Zugabe wurde 
das Medium wieder erneuert. 
5.4.2.  Messung der Zellproliferation/Wachstumskurven 
Je  5*10
2  293T/HeLa  Zellen  wurden  in  beschriebenem  Medium  eine  Kavität  einer  96-well 
Mikrotiterplatte ausgesät. Die Inkubation erfolgte für 10 Tage in Anwesenheit von 1 µg/ml 
Doxycyclin  (pITR-TCZP-AF4ST  Konstrukt)  oder  1  µg/ml  Puromycin  (AF4  knockdown 
Zelllinie) bzw. mit DMSO Kontrollen in den Kontrollzellen. Alle 24 h wurde ein Messpunkt im 
Triplikat genommen; dazu wurde das Medium erneuert und nach Herstellerangabe mit 10% 
(v/v) WST-8 versetzt. Nach zweistündiger Inkubation wurde die optische Dichte bei 450 nm 
vermessen. Alle Werte verstehen sich abzüglich Blindprobe, dargestellt +/- S.E.M. 
5.4.3. Herstellung von Zelllysaten/Fraktionen 
Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten als auch fraktionierten Lysaten wurden die Zellen bei 
Bedarf  mit  einem  Zellschaber  abgelöst  und  in  1xPBS  aus  der  Kulturschale  geerntet.  Die 
Zellsuspensionen wurden für 5 min. bei 1000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und 
die  Zellpellets  anschließend  erneut  in  kaltem  1xPBS  resuspendiert,  ggf.  die  Zellzahl 5. Material und Methoden 
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bestimmt sowie in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Diese Suspensionen wurden für 
weitere  5  min.  bei  4000  rpm,  4°C  zentrifugiert  und  der  Überstand  verworfen.  Die  so 
erhaltenen Zellpellets dienten als Ausgangsmaterial für die Herstellung der Lysate.  
Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden die Zellpellets in einem geeigneten Volumen 
des Lysepuffers resuspendiert, für 1 Stunde bei 4°C rotiert und anschließend für 30 min. bei 
4°C,  14.000  rpm  zentrifugiert.  Der  Überstand  aus  dieser  Zentrifugation  ist  das 
Gesamtzelllysat.  
Zur Herstellung von Zytosol- und Kernfraktionen wurden die Zellpellets in Fraktionierpuffer C 
resuspendiert und für 10 min. bei RT inkubiert. Die Suspension wurde für 3 min. bei 4°C und 
14.000 rpm zentrifugiert und der Überstand als Zytosol-Fraktion aufbewahrt. Die Kernpellets 
wurden anschließend in Fraktionierpuffer D resuspendiert und für 2 Stunden bei 4°C stark 
geschüttelt (unter vortexen). Die Suspension wurde dann für 5 min. bei 4°C und 14.000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand als Kernfraktion aufbewahrt. Das Pellet wurde verworfen.  
Die Salzfraktionierung der Zellen erfolgte gemäß Fujinaga et al. 
724 unter Verwendung der 
Fraktionierpuffer A und B. Die Normierung der Lysate/Fraktionen erfolgte entweder über die 
geerntete Zellzahl oder durch photometrische Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration 
über  Bestimmung  der  A280  gegenüber  einer  BSA-Referenz  mit  dem  jeweiligen  Puffer  als 
Leerkontrolle  (Nanophotometer  P330  von  Implen,  Nano  Application  Protein-UV,  Lid  10, 
BSA).  
5.4.4. Herstellung und Charakterisierung stabil AF4-exprimierender Zelllinien mittels 
Sleeping-Beauty Vektorsystem 
Zur Herstellung stabiler Zelllinien wurden 9,5 µg der entsprechenden Expressionsplasmide 
pITR-EZP-AF4ST,  pITR-EZP-BGH-AF4ST  oder pITR-TCZP-AF4ST  zusammen mit  0,5  µg 
des Expressionsvektors der Sleeping-Beauty Transposase (SB100Xco) in 2x10
6 293T Zellen 
transfiziert.  Vierundzwanzig  Stunden  nach  der  Transfektion  wurden  die  Zellen  unter  dem 
Fluoreszenzmikroskop  auf  das  Vorhandensein  des  ZsGreen-Reporterproteins  hin  geprüft 
und  im  Falle  grüner  Fluoreszenz  für  16-24  Stunden  durch  Zugabe  von  0,5-1  µg/ml 
Puromycin in das Kulturmedium selektioniert. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung 
und  folgende  Selektion  wurde  so  lange  wiederholt  (i.d.R.  2-3  mal),  bis  eine  vollständig 
homogene,  grün-fluoreszierende  Zellpopulation  erhalten  wurde.  Die  Fluoreszenz  wurde 
regelmäßig  in  jeder  Passage  geprüft  und  im  Falle  nachlassender  Homogenität  wie  oben 
beschrieben nachselektioniert.  
Zur  Charakterisierung  der  Zelllinien  wurde  in  drei  unabhängigen  Passagen,  ggf.  nach 
Induktion  der  Expression  durch  48-stündige  Gabe  von  1  µg/ml  Doxycyclin  in  das 
Kulturmedium  im  Falle  des  pITR-TCZP-AF4ST  Konstrukts,  die  Gesamt-RNA  extrahiert, 
revers in cDNA transkribiert und durch quantitative PCR die relative Menge an AF4 mRNA 5. Material und Methoden 
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bestimmt. Zusätzlich wurden aus Zellen der gleichen Passagen Gesamtzelllysate hergestellt 
und mittels 10%iger SDS-PAGE und Western-Blot auf die Menge an AF4, β-Actin und der 
Transposase hin untersucht. Für die Expressionskinetik in (B) wurden die Zellen 6, 24, 48 
und  72  Stunden  nach  oben  beschriebener  Induktion  der  Expression  mit  1  oder  3  µg/ml 
Doxycyclin geerntet und analog auf die Anwesenheit der genannten Proteine hin untersucht. 
5.4.5. In-vitro Fluoreszenzmikroskopie/Durchlichtmikroskopie 
Sämtliche (Fluoreszenz-)mikroskopischen Arbeiten und Dokumentationen wurden an einem 
Observer  Z1  Fluoreszenzmikroskop  (Carl  Zeiss  AG,  Oberkochen)  unter  Verwendung  der 
Volocity  Analysis  Software  (Perkin-Elmer,  Massachusetts,  USA)  durchgeführt.  Die 
entsprechenden Filtersätze ("Brightline" Serie, Semrock, Rochester, USA) waren: 
 
Fluorophor        λmax-Excitation./Breite [nm]  λmax-Emission/Breite [nm]  Filter 
DAPI/BFP        377/50        447/60       DAPI HC 
mCherry/RFP       562/40        641/75       mCherry HC 
EGFP          466/40        525/50       EGFP HC 
 
Die Belichtungszeiten der einzelnen Kanäle und die dargestellte Vergrößerung sind jeweils 
angegeben.  Alle  Bildausschnitte  sind  repräsentativ  für  das  Gesamtbild  und  bilden  ein  in 
Einzelversuch vergleichbar großes Areal ab. Zur besseren Visualisierung wurden die Bilder 
wenn angegeben als hochauflösendes TIFF (Tagged Image File Format) aus der Volocity 
Analysis Software exportiert und in silico absolut uniform nachbearbeitet. Da es sich nicht um 
fixierte Zellen handelte, wurde zur Erzeugung scharfer Kanten sowohl Kontrast und Helligkeit 
um 50% erhöht. Anschließend wurden durch farbspezifischen Filter die Farbinformationen 
der entsprechenden Kanäle bereinigt in Graustufen dargestellt, wobei die Helligkeit mit der 
Farbintensität korreliert. So stellt beispielsweise  ein blau-spezifischer Filter die Bildpunkte 
nach Subtraktion aller anderen Farbinformationen dar, wobei die (Weiß-)Intensität in diesem 
Fall nur durch die Intensität der Blaufärbung des Bildpunktes bestimmt wird. Dazu wurde 
eine professionelle Bildbearbeitungssoftware eingesetzt (Adobe® Photoshop® CS3, Adobe 
Systems Inc, USA; Image>Adjustments>Black&White>Filter Preset). 
5.4.6. Lentiviraler knock-down des AF4 Proteins 
Der lentivirale knock-down wurde mit der freundlichen Unterstützung von Herrn Khalil Ahmad 
in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dieter Steinhilber am Institut für Pharmazeutische Chemie der 
Johann  Wolfgang  Goethe  Universität,  Frankfurt  am  Main,  durchgeführt.  Dazu  wurden  je 
6x10
4 293T Zellen/Kavität in 24-Kavitäten Zellkulturschalen ausgesät und für ca. 24 Stunden 
bis  zu  einer  80%igen  Konfluenz  inkubiert.  Anschließend  wurden  die  Zellen  mittels 5. Material und Methoden 
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Calciumphosphat-Methode mit den Verpackungsplasmiden pCMV-dR8.91 und pMD2.G bzw. 
den  shRNA  codierenden  Plasmid  MISSION®  shRNA  Plasmid  (Clone  ID  NM_005935.1-
3282s1c1) transfiziert. Dazu wurden pro Zellkulturschale 10 µg des shRNA Plasmids sowie 
6,5 µg des pCMV-dR8.91 und 3,5 µg des pMD2.G in einem Reaktionsansatz vermischt und 
anschließend  auf  die  Kavitäten  verteilt.  Die  Endkonzentration  war  entsprechend  417  ng 
shRNA Plasmid, 271 ng pCMV-dR8.91 und 146 ng pMD2.G je Kavität. Vier Stunden nach 
der Transfektion erfolgte eine Medienwechsel. Nach 72 Stunden wurde der Überstand von 
den Zellen abgenommen und die viralen Partikel über einen 0,22 µm Filter von Zelltrümmern 
isoliert.  Der  so  gewonnene  Überstand  wurde  für  die  Transduktion  der  HeLa  Zellen 
verwendet. Dazu wurden die HeLa-Zellen analog zu den 293T Zellen ausgesät, unmittelbar 
vor der Transduktion mit 4 µg Protaminsulfat behandelt und in je 6 Kavitäten mit 10, 50 oder 
100  µl  des  Überstands  versetzt.  Zur  Erhöhung  der  Transduktionseffizienz  wurden  der 
Virusüberstand  auf  den  Zellen  für  1,5  Stunden  bei  32°C,  2500  rpm  zentrifugiert  (Spin 
Transduction). Nach weiteren 4 Stunden Inkubation wurde mit Zellkulturmedium auf 200 µl je 
Kavität  aufgefüllt  und  nach  weiteren  72  Stunden  erfolgte  ein  Erneuerung  des  Mediums. 
Abschließend  wurden  die  Zellen  durch  dauerhafte  Zugabe  von  1  µg/ml  Puromycin  ins 
Kulturmedium so lange selektioniert, bis kein Absterben der Zellen mehr zu beobachten war. 
Aus den Zellen wurde zur Charakterisierung RNA als auch Gesamtzelllysate gewonnen und 
mittels qPCR und ELISA auf die Menge an AF4 Protein und mRNA getestet. 
5.4.7. FACS 
Die FACS-Analysen wurden mit der freundlichen Unterstützung von Herrn Tefik Merovci in 
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Manuel Grez am "Institute for Biomedical Research Georg-
Speyer-Haus", Frankfurt am Main, durchgeführt. Je 1x10
7 293T Zellen wurden 48 Stunden 
vor der Sortierung in den beschriebenen Kombinationen zu gleichen Teilen mit insgesamt 25 
µg  der  Expressionsplasmide  pDTF,  pDTF-IE1,  pTARGET  und  pTARGET-AF4  transient 
transfiziert  und  unmittelbar  vor  dem  Sortieren  in  5  ml  Kulturmedium  geerntet.  Die  Zellen 
wurden  gezählt  sowie  deren  Vitalität  bestimmt  und  die  maximale  Zahl  Lebendzellen  (ca. 
4x10
7 Zellen) für 3 min. bei RT, 1000 rpm zentrifugiert, in 1xPBS aufgenommen und direkt 
zum  Sortieren  übergeben.  Die  Sortierung  erfolgte  in  drei  Schritten:  (1)  FSC-A  (Forward 
Scatter-area) gegen SSC-A (Sideward Scatter-area) zur Isolierung lebender Zellen korrekter 
Morphologie  und  Struktur  (P1),  (2)  FSC-A  gegen  FSC-H  (Forward  Scatter  Height)  zum 
Aussortieren von Zelldubletten (P2) und (3) PE-A (Phycoerythrin-area) (als Messgröße für 
die rote Fluoreszenz des dTomato Proteins) gegen SSC-A zur Isolierung von Zellen mit einer 
Mindestfluoreszenz  von  1500  relativen  Einheiten  (P3).  Die  schlussendlich  erhaltenen 
Zellpopulationen  wurden  gezählt  und  aus  der  maximalen  Anzahl  von  Lebendzellen  (ca. 5. Material und Methoden 





5 Zellen) die Gesamt-RNA extrahiert und deren Konzentration bestimmt. Die 
Darstellung erfolgte als Nanogramm RNA pro 1000 sortierter 293T Zellen.  
5.4.8. Immunhistochemische Analyse transfizierter ARPE-Zellen 
Je 6x10
4 ARPE Zellen wurden auf Objektträgern in Mikrozellkulturkammern (chamber slides) 
ausgesät und für 24 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte die transiente Transfektion von 
insgesamt  2  µg  Plasmid-DNA/Kammer  zu  gleichen  Teilen  mit  den  Expressionsplasmiden 
pDF,  pDF-IE1,  pTARGET  und  pTARGET-AF4.  Nach  24  Stunden  wurden  die  Zellen  je 
Kammer  mit  1  ml  kaltem  Aceton/Methanol  (1:1)  für  20  min.  bei  RT  fixiert.  Anschließend 
wurde die Fixierlösung entfernt und die fixierten Zellen für 30 min. bei RT zum Blockieren 
unspezifischer  Bindungen  mit  Blockierpuffer  (IHC)  inkubiert.  Nach  dem  Entfernen  des 
Blockierpuffers wurden die Zellen mit dem Primärantikörper für die 5-LO, AF4 oder HCMV 
IE1 (1:100 verdünnt in 0,3% Ziegenserum/0,1% Tween 20 in 1xPBS) bei 4°C für 16 Stunden 
inkubiert. Dann wurden die Zellen dreimal für 5 min. in PBS+0,1% Tween 20 gewaschen und 
anschließend  der  entsprechende  Zweitantikörper  analog  zum  Erstantikörper  verdünnt 
aufgegeben.  Es  folgte  eine  30-minütige  Inkubation  bei  RT  und  anschließend  erneut  drei 
Waschschritte  (s.o.).  Abschließend  wurden  die  Zellen  mit  VECTASHIELD®  Mounting 
Medium  gemäß  Herstellerangaben  behandelt,  DAPI-gefärbt  und  mit  dem 
Fluoreszenzmikroskop analysiert. 
5.5. Biochemische Arbeiten 
5.5.1. in vitro Phosphorylierungsversuche 
Die in vitro Phosphorylierungsversuche wurden mit affinitätsgereinigten AF4 und AF4-MLL 
MPCs  (siehe  5.5.5.)  sowie  einem  rekombinanten  6xHis-GST-[YSPTSPS]2x  Protein 
durchgeführt.  Dazu  wurden  je  20  µl  (A)  der  in  Kinase-Puffer  umgepufferten  Eluate  einer 
Affinitätsreinigung des AF4 oder AF4-MLL MPC mit einem Überschuss des rekombinanten 
Proteins  sowie  den  CDK-Inhibitoren  DRB  (10  µM)  oder  Flavopiridol  (100  nM)  versetzt 
(Totalvolumen 30 µl) und für 60 min. bei 30°C inkubiert. Für die in (B) gezeigten Versuche 
wurden die eingesetzten Eluate der MPCs empirisch auf ihren Gehalt an CDK9 normalisiert. 
Als Kontrollen dienten umgepufferte Eluate von Affinitätsreinigungen aus nicht transfizierten 
Zellen  sowie  ein  rekombinantes  6xHis-GST  Protein.  Anschließend  wurde  der 
Reaktionsansatz mit 2xLäemmlipuffer versetzt, über eine 15% SDS-PAGE aufgetrennt und 
mittels Western-Blot analysiert. Die Detektion erfolgte mit spezifischen Primärantikörpern für 
CDK9, Acetyl-Lysin, den AF4 N-Terminus und Phospho-Serin 2/5 des [YSPTSPS]-Peptids 
der RNAP II CTD. 5. Material und Methoden 
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5.5.2. HIV-1/TAR-Luciferase Reportergenversuche 
Hierfür wurden im Quadruplikat je 100 ng des HIV-1/TAR-Luciferase Reporterplasmids 
755, 
10 ng des pSV40-Renilla Luciferase Kontrollvektors sowie 170 ng der pTARGET-AF4 oder 
pTARGET-AF4-MLL Expressionsplasmide oder eines Kontrollvektors (pTARGET) transient 
in 2x10
5 293T Zellen in 24-Kavitäten Zellkulturschalen transfiziert. Es wurde weder eine Co-
Expression des HIV-1 Tat noch eine Behandlung mit TPA durchgeführt, um spezifisch die 
AF4-  und  AF4-MLL-vermittelten  Effekte  zu  bestimmen.  24  Stunden  nach  dem 
Medienwechsel  wurde  die  Biolumineszenz  eines  Triplikates  unter  Verwendung  des  Dual-
Glo®  Luciferase  Assay  System  (Promega,  Mannheim)  gemäß  Herstelleranleitung 
vermessen. Aus der vierten transfizierten Kavität wurden Gesamtzelllysate hergestellt und 
durch SDS-PAGE und Western-Blot auf die Anwesenheit von AF4 und AF4-MLL analysiert. 
Die Signale des Western-Blots wurden mittels des Odyssey Imaging Systems (LI-COR, USA) 
nach Herstellerangaben quantifiziert und die x-fache Induktion auf Basis der gemessenen 
Luciferaseaktivität in Korrelation mit der Menge detektierten Proteins kalkuliert. Dabei wurde 
der Messwert AF4 ohne MG132 arbiträr als 1 definiert. 
5.5.3. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay) 
Zur Bestimmung der Menge an AF4 Protein in Gesamtzelllysaten aus HeLa und AF4kd V100 
Zellen  wurde  ein  kommerzielles  Sandwich-ELISA  System  gemäß  den  Herstellerangaben 
eingesetzt (ELISA Kit for AF4/FMR2 Family, Member 1 (AFF1) der Firma USCN Life Science 
Inc., Houston, USA). Das Testprinzip soll kurz erläutert werden. Eine Mikrotiterplatte wird mit 
einem monoklonalen Antikörper für AF4 beschichtet. Die einzusetzenden Gesamtzelllysate 
werden  mit  einem  distinkten,  Biotin-konjugierten,  polyklonalen  Antikörper  gegen  AF4 
inkubiert und anschließend in die  Mikrotiterplatte gegeben und gewaschen. Anschließend 
wird  ein  Avidin-HRP  Konjugat  zugegeben,  welches  an  den  Biotin-konjugierten  Antikörper 
bindet.  Nach  einer  Inkubationsphase  wird  ein  TMB  Substrat  (Tetramethylbenzidin) 
zugegeben. Nur Kavitäten der Platte mit AF4 und den entsprechenden Konjugaten können 
die  HRP-vermittelte  Farbreaktion  ausführen.  Nach  dem  Abstoppen  der  Reaktion  wird  die 
A450  gemessen  und  die  Konzentration  an  AF4  Protein  in  der  Probe  durch  lineare 
Regression  an  einer  AF4  Standardkurve  ermittelt.  Alle  Messungen  der  vergleichenden 
Standardreihe besaßen ein Bestimmtheitsmaß R
2>0,99.  
5.5.4. (Co-)Immunpräzipitationen (IP) 
Zur  Immunpräzipitation  wurden  die  eingesetzten  Zelllysate/Kernfraktionen  auf  ihre 
Gesamtproteinkonzentration  normiert  und  entsprechend  aliquotiert.  Ein  unbehandeltes 
Aliquot wurde für die Einsatzprobe (input) aufgehoben. Die Proben wurden durch Zugabe 5. Material und Methoden 
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von 1 µg eines unspezifischen IgG-Antikörper sowie 20 µl Protein-G-Agarose (50%ig) und 
30-minütiger  Inkubation  bei  4°C  unter  Rotation  vorgeklärt  um  unspezifische  Bindungen 
vollständig zu entfernen. Die Spezies des unspezifischen IgG-Antikörpers wurde gemäß dem 
folgenden,  spezifischen  Antikörper  gewählt,  bei  multiplen  Antikörpern  wurde  eine  IgG-
Antikörper  aus  der  Ziege  gewählt,  da  dieser  die  stärksten  unspezifischen  Interaktionen 
aufwies.  Die  Lysate  wurden  5  min.  bei  4°C,  2500  rpm  zentrifugiert  und  der  Überstand 
vorsichtig vollständig abgenommen und bei Bedarf aliquotiert. Anschließend wurde 1 µg des 
spezifischen  Antikörpers  zugegeben  und  für  1  Stunde  bei  4°C  unter  Rotation  inkubiert 
(Bindung  des  Epitops).  Darauf  wurden  25  µl  Protein-G-Agarose  (50%ig)  zugegeben  und 
weitere  2  Stunden  bei  gleichen  Parametern  inkubiert  (Bindung  des  Antikörper-Epitop 
Komplex).  Die  Proben  wurden  erneut  für  5  min.  bei  4°C,  2500  rpm  zentrifugiert  und  die 
Überstände  verworfen.  Die  Agarose-Matrix  wurde  dreimal  durch  Zugabe  von  500  µl  (20-
faches Matrixvolumen) des entsprechenden Lysispuffers (sehr stringent) oder 1xPBS (wenig 
stringent) und erneute Zentrifugation gewaschen und anschließend durch Zugabe von 30-60 
µl  2xLäemmlipuffer  und  5-minütigen  Erhitzen  bei  95°C  eluiert.  Die  Eluate  wurden 
anschließend durch SDS-PAGE und Western-Blot mit den jeweils angegebenen Antikörpern 
analysiert. 
5.5.5. Strep-Tactin-Affinitätsaufreinigung von MPCs 
Hierzu wurde das One-STrEP-Tag® System der Firma IBA GmbH (Göttingen, Deutschland) 
mit  Strep-Tactin®  Superflow®  Säulen  (Bettvolumen  0,2  ml)  gemäß  Herstellerangaben 
eingesetzt. Zur Affinitätsaufreinigung von Strep-markiertem AF4 und AF4N Proteinen und 
derer assoziierter Komplexe wurden die entsprechenden Expressionsplasmide (pITR-EZP-
AF4ST, pITR-EZP-AF4NST) transient in 293T Zellen transfiziert (10 µg/2x10
6 Zellen) und 48 
Stunden nach Transfektion geerntet und Ganzzelllysate hergestellt. Alternativ wurden 1x10
7 
Zellen  der  stabilen,  induzierbaren  TCZP-AF4ST  Zelllinie  mit  1  µg/ml  Doxycyclin  im 
Kulturmedium induziert und 48 Stunden nach Induktion der Expression die Zellen geerntet 
und ebenfalls Ganzzelllysate hergestellt.  
Zur Vermeidung unspezifischer Interaktionen und der irreversiblen Interaktion biotinylierter 
Proteine an das Strep-Tactin-Material wurden die Ganzzelllysate durch Zugabe von 10 µg 
Avidin  und  30-minütiger  Inkubation  bei  4°C  unter  Rotation  vorgeklärt.  Parallel  wurde  der 
Aufbewahrungspuffer  aus  den  Strep-Tactin-Säulen  entfernt  und  die  Säulen  mit  5  ml 
Lysispuffer äquilibriert. Die Lysate wurden anschließend für 15 min. bei 4°C, 14.000 rpm 
zentrifugiert, wonach der Überstand auf die Strep-Tactin-Säule gegeben wurde und zweimal 
gravitationsgetrieben vollständig die Säule passieren musste. Der Durchfluss wurde danach 
verworfen.  Die  Säulen  wurden  fünfmal  mit  je  200  µl  des  Waschpuffers  gewaschen  und 
danach sechsmal mit je 100 µl Elutionspuffer eluiert. Aliquots der  Eluat-Fraktionen wurden 5. Material und Methoden 
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mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf die Anwesenheit des AF4 bzw. AF4N Proteins und 
ggf.  anderer  Proteine  geprüft  und  die  entsprechenden  Eluat-Fraktionen  vereinigt  (i.d.R. 
Fraktion  2  bis  5)  sowie  abschließend  die  Gesamtproteinkonzentration  photometrisch 
bestimmt. Es erfolgte keine Regeneration der Säulen.  
5.5.6. P-TEFb-Speicherkomplex Dissoziationsversuche (P-TEFb Release Assay) 
Hierzu  wurden  je  1x10
7  293T  Zellen  ausgesät  und  transient  mit  40  µg  der  Expressions-
vektoren  pDF-CDK9,  pDF-CDK9T186A  oder  pDF-CDK9K48A/K49A  transfiziert.  Nach  48 
Stunden wurde je ~1 ml normiertes Gesamtzelllysat aus den Zellen hergestellt und mit je 20 
µl  nach  Herstellerangaben  äquilibrierter  FLAG-spezifischer,  magnetischer  Matrix  (Anti-
FLAG®  M2  Magentic  Beads,  Sigma)  in  Anwesenheit  von  40  U/ml  RNasin  versetzt.  Die 
Proben  wurden  zur  Bindung  an  die  Speicherkomplexe  für  2  Stunden  bei  RT  rotiert  und 
anschließend  zügig  dreimal  in  400  µl  1xTBST  ohne  RNasin  gewaschen.  Im  letzten 
Waschschritt  wurden  die  Proben  in  drei  gleichwertige  Aliquots  aufgeteilt  und  nach 
Abtrennung in je 30 µl Release-Puffer ohne RNasin resuspendiert. Anschließend wurde je 1 
µg RNase, GST-AF4N oder GST-HEXIM1 zugegeben und für 15 min. bei RT inkubiert. Nach 
der  Inkubation  wurde  die  Matrix  (P-TEFb)  separiert  und  wie  auch  der  Überstand 
(Speicherkomplexe) in 2xLäemmlipuffer für 5 min. bei 95°C erhitzt. Anschließend wurden die 
Fraktionen  mittels  SDS-PAGE  und  Western-Blot  unter  Verwendung  der  angegebene 
Antikörper analysiert.  
5.5.7. 7SK snRNA-Bindungsversuch 
Für die Bindungsversuche wurden die aufgereinigten Proteine 6xHis-GST, 6xHis-GST-AF4N 
und 6xHis-GST-Tat an eine magnetische Glutathion-Matrix (Pierce® Glutathione Magnetic 
Beads, Thermo Scientific) gebunden. Dafür wurden 50 µg der rekombinanten Proteine (siehe 
Kapitel  5.3)  mit  25  µl  der  reinen,  in  Waschpuffer  äquilibrierten  Matrix  (entspricht  100  µl 
Slurry) in einem Gesamtvolumen von 500 µl für 2 Stunden bei RT inkubiert. Anschließend 
wurden  die  Matrix  dreimal  mit  500  µl  Waschpuffer  gewaschen  und  danach  mit  10  µg 
Gesamt-RNA aus 293T oder HeLa Zellen in einem Gesamtvolumen von 500 µl Waschpuffer 
für weitere 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Matrix erneut dreimal 
gewaschen und die Proteine anschließend in 50 µl Elutionspuffer von der Matrix eluiert. 10 µl 
der Eluate wurden in eine Reverse Transkriptase Reaktion eingesetzt um einen Teil der 7SK 
snRNA spezifisch umzuschreiben: 
 
  Eluatprobe      10 µl 
  7SK RT PCR fwd    0,5 µl (1 pmol) 
  7SK RT PCR rev    0,5 µl (1 pmol) 5. Material und Methoden 
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  2,5 mM dNTP Mix    1 µl 
 
Die Reaktion würde für 5 min. bei 65°C inkubiert und anschließend auf Eis gestellt. Dann 
wurden 4 µl 5x First Strand Buffer, 2 µl 0,1M DTT sowie 1 µl RNasin zugegeben und weitere 
2  min.  bei  42°C  inkubiert.  Abschließend  wurde  1  µl  der  SuperScript®  II  Reversen 
Transkriptase  (Invitrogen™)  zugegeben  und  50  min.  bei  42°C  sowie  15  min.  bei  70°C 
inkubiert.  
Nach der reversen Transkription erfolgte eine PCR zur Amplifikation und Kontrolle der 7SK 
cDNA.  Dazu  wurde  1  µl  aus  der  RT-PCR  Reaktion  eingesetzt  und  mit  den  analogen 
Oligonukleotiden über 40 Zyklen bei einer Annealing Temperatur von 55°C amplifiziert. Die 
Reaktion wurde anschließend auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen, aufgetrennt und mit 
Ethidiumbromid angefärbt. Ein singuläres 133mer Amplifikat (7SK cDNA) wurde detektiert. 
Gleichzeitig wurden 2 µl der Reaktion in einer qPCR eingesetzt, um die Amplifikation unter 
diesen  Bedingungen  zu  prüfen.  Auch  hier  wurde  eine  reproduzierbare  Amplifikation 
festgestellt. Nach Bestätigung der korrekten reversen Transkription und Amplifikation wurden 
im Triplikat je 2 µl der Reverse Transkriptase Reaktion in einer qPCR eingesetzt um mittels 
einer  Standardreihe  eine  absolute  Quantifizierung  der  7SK  cDNA  aus  den  Eluaten 
durchzuführen. Dargestellt ist x-fache Bindung relativ zu rekombinanten 6xHis-GST Protein 
(+ S.E.M.). 
Zur Erstellung der Standardreihe wurde die 7SK snRNA analog zu der oben beschrieben 
Methode aus Gesamt-RNA spezifisch revers transkribiert und mittels PCR amplifiziert. Nach 
der  Auftrennung  auf  dem  Agarosegel  wurde  die  cDNA  aus  dem  Gel  eluiert  und  die 
Konzentration photometrisch bestimmt. Ausgehend von einem Molekulargewicht von ~40500 
g/mol  (133mer  einzelsträngige  cDNA)  wurde  die  theoretische  Kopienzahl  errechnet  und 
durch  qPCR  eine  Standardreihe  der  7SK  cDNA  erzeugt  (10
1  bis  10
8  Kopien).  Die 
Bestimmung  der  Kopienzahl  in  den  Proben  erfolgte  durch  lineare  Regression.  Alle 
Standardreihen besaßen ein Bestimmtheitsmaß R




5.5.8. 7SK snRNA-Degradationsversuch 
Dieser Versuch wurde durch Kombination von unbehandelten Gesamtzelllysaten aus 293T 
Zellen  entweder  mit  rekombinanten  Protein  oder  Gesamtzelllysaten  mit  überexprimiertem 
AF4ST.  Für  die  Überexpression  wurden  2x10
6  293T  Zellen  transient  mit  10  µg  des 
Expressionsplasmids  pITR-EZP-AF4ST  transfiziert  und  nach  48  Stunden  daraus  1  ml 
normiertes  Gesamtzelllysat  hergestellt.  Je  100  µl  der  Gesamtzelllysate 
(unbehandelt+AF4ST) wurden kombiniert, mit 50 µl Lysispuffer aufgefüllt und für 1 Stunde 
bei  4°C  inkubiert.  Im  Falle  des  rekombinanten  6xHis-GST-AF4N  wurden  200  µl  des 5. Material und Methoden 
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unbehandelten Lysats mit je 40 µg Protein inkubiert und mit Lysispuffer auf 250 µl aufgefüllt. 
Als Kontrollen wurden 250 µl des unbehandelten Lysats alleine (Negativkontrolle) oder mit 
10  µg  RNase  (Positivkontrolle)  inkubiert.  Nach  der  Inkubation  wurde  die  RNA  aus  den 
Reaktionsansätzen  gefällt  und  aufgereinigt.  Analog  zu  Kapitel  5.5.7.  wurde  aus  der  RNA 
spezifisch die 7SK snRNA und β-Actin mRNA revers transkribiert, amplifiziert und mittels 
qPCR quantifiziert. Der β-Actinstandard war eine freundliche Gabe von Frau Thea Wöbke 
aus  der  Arbeitsgruppe  Prof.  Dr.  Dieter  Steinhilber,  Institut  für  Pharmazeutische  Chemie, 
Johann Wolfgang Goethe Universität Frankfurt am Main. 
5.5.9. Glycerolgradienten 
Für die Herstellung des Glycerolgradienten wurden zehn Fraktionen zu je 1 ml hergestellt 
und  in  absteigender  Viskosität  vorsichtig  in  einen  Ultrazentrifugenbecher  gegeben.  Die 
Fraktionen  wurden  mit  5,  10,  12,5,  15,  17,5,  20,  25,  30,  35  und  40%  (v/v)  Glycerol  in 
Glycerolgradienten-Puffer hergestellt. Der Gradient wurde mit Parafilm versiegelt und für 16 
Stunden  bei  4°C  gelagert  um  eine  vollständige  Absetzung  zu  erzielen.  Für  die  Proben 
wurden  je  2x10
7  293T  Zellen  transient  mit  je  25  µg  der  Expressionsplasmide  pITR-EZP-
AF4ST,  pITR-EZP-AF4NST  oder  pITR-EZP  als  Leervektorkontrolle  transfiziert  und  48 
Stunden nach der Transfektion normierte Gesamtzelllysate zu je 1 ml hergestellt. Die Lysate 
wurden vollständig auf den Gradienten aufgetragen und für 21 Stunden bei 4°C, 38000 rpm 
ultrazentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Fraktionen vorsichtig getrennt und je 
ein Aliquot per SDS-PAGE und Western-Blot mit den beschriebenen Antikörpern analysiert.  
5.5.10. ALOX5 Reportergenversuche 
Für  die  Reportergenversuche  wurden  je  4x10
5  HeLa  Zellen/Kavität  in  24-Kavitäten 
Zellkulturschalen  ausgesät  und  für  24  Stunden  inkubiert.  Danach  erfolgte  die  transiente 
Transfektion  der  Zellen  im  Triplikat  mit  je  225  ng  Reporterplasmid  (pN10  oder 
pGL3cdsInJM), 225 ng jedes Expressionsplasmids und 20 ng pSV40-Renilla Luciferase pro 
Kavität.  Nach  48  Stunden  wurde  die  jeweilige  Biolumineszenz  beider  Luciferasen  in  den 
einzelnen Kavitäten durch das Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega, Mannheim) 
gemäß Herstellerangeben vermessen. Die Darstellung erfolgt in relativen Einheiten (RLU) 
als Quotient (Firefly Luciferase Lumineszenz/Renilla Luciferase Lumineszenz)*1000.  
5.5.11. Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) 
Zur  Herstellung  des  Chromatins  wurden  5x10
6  293T  Zellen  transient  mit  je  15  µg  der 
Expressionsplasmide  pITR-EZP-AF4ST,  pDTF-IE1  oder  pDTF  als  Leervektorkontrolle 
transfiziert sowie die gleiche Anzahl Zellen unbehandelt belassen. Nach 48 Stunden wurden 5. Material und Methoden 
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die  Zellen  geerntet,  gezählt  und  für  5  min.  bei  4°C,  1200  rpm  zentrifugiert  sowie  der 
Überstand verworfen. Die Zellpellets wurden einmal in 10 ml kaltem 1xPBS gewaschen und 
anschließend durch Zugabe von 1 ml 11% (v/v) Formaldehyd in ChIP-Puffer A für 30 min. bei 
RT quervernetzt. Danach wurden 1,1 ml 1,25 M Glycin zugegeben und für 5 min. bei RT 
rotiert. Die Proben wurden dann 7 min. bei 4°C, 1200 rpm zentrifugiert und der Überstand 
vollständig entfernt. Es erfolgten zwei Waschschritte in 10 bzw. 15 ml kaltem 1xPBS und 
analoger  Zentrifugation.  Anschließend  wurden  die  Proben  in  25  ml  kaltem  ChIP-Puffer  B 
resuspendiert und für 10 min. bei 4°C rotiert sowie 5 min. bei 4°C, 1600 rpm zentrifugiert. 
Dieser Waschschritt wurde analog mit 10 ml kaltem ChIP-Puffer C wiederholt. Die Pellets 
wurden  anschließend  in  Inkubationspuffer  für  eine  Konzentration  von  2,5x10
7  Zellen/ml 
resuspendiert.  Die  Proben  wurden  mittels  eines  ChIP  Bioruptor™  NextGen  (Diagenode) 
unter Kühlung sonifiziert (2x10 min. = 20 Zyklen zu je 30 sec. an/aus, high power). Zwischen 
den zwei Sonifikationen wurde die Temperatur der Probe geprüft. Abschließend wurden die 
Proben für 5 min. bei 4°C, 13000 rpm zentrifugiert, aliquotiert und bei -80°C eingefroren. 
 
Das Chromatin wurde einer Qualitätskontrolle unterzogen, um einen ausreichenden Grad der 
Fragmentierung zu prüfen. Dazu wurden 40 µl des Chromatins mit 40 µl MQ verdünnt, auf 
120 mM NaCl eingestellt, unter vortexen und 15 min. bei 99°C inkubiert. Die Proben wurden 
anschließend  auf  Eis  abgekühlt  und  10  µg  RNase  zugegeben  sowie  10  min.  bei  37°  C 
inkubiert. Anschließend wurde die DNA Phenol/Chloroform-gereinigt und mit 250 µl 100% 
Ethanol für 30 min. bei -80°C gefällt und für 30 min. bei 4°C, 13000 rpm zentrifugiert. Nach 
einem Waschschritt mit 150 µl 70% (v/v) Ethanol und Zentrifugation (1 min., 4°C, 13000 rpm) 
wurde  der  Überstand  vollständig  entfernt,  das  Pellet  getrocknet  sowie  in  30  µl  MQ 
resuspendiert. Die Analyse des Chromatins erfolgte durch 1,5%-Agarosegelelektrophorese. 
 
Zur  Präzipitation  wurden  je  Reaktion  25  µl  einer  magnetischen  Protein-G-Agarose  Matrix 
(DiaMag  Protein-G  coated  magnetic  beads,  Diagenode)  eingesetzt.  Die  Matrix  wurde  im 
Inkubationspuffer äquilibriert und in einer 250 µl Reaktion 120 µl des Chromatins zusammen 
mit der Matrix (25 µl), 1xPIC, 0,05% (w/v) BSA sowie 2 µg der Antikörper (Kaninchen-IgG, 
unspezifisch und Anti-acH3) in Inkubationspuffer bei 4°C für 16 Stunden inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde die Matrix auf Eis zweimal in Waschpuffer 1, je einmal in Waschpuffer 2 
und 3 sowie zweimal in Waschpuffer 4 gewaschen, d.h. in 400 µl des jeweiligen Puffers 
resuspendiert  und  für  1  Minute  magnetisch  separiert.  Anschließend  wurden  400  µl  des 
Elutionspuffers zugegeben und für 20 min. bei RT rotiert sowie für eine Minute magnetisch 
separiert. Zur Abtrennung der Matrix von den Antikörpern wurden dem Überstand 16 µl 5 M 
NaCl zugeführt und für 5 Stunden bei 65°C unter Schütteln (1350 rpm) inkubiert. Die DNA 
wurde im Anschluss Phenol/Chloroform-gereinigt (je 400 µl) und 20 µg Glykogen zugegeben 5. Material und Methoden 
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und  unter  vortexen.  Anschließend  wurden  zur  Fällung  44  µl  3  M  Natriumacetat  pH  4,8, 
zugeben sowie in 1 ml kalten 100% Ethanol für 16 Stunden bei -20°C inkubiert. Die Proben 
wurden dann für 20 min. bei 4°C, 13000 rpm zentrifugiert, der Überstand vollständig entfernt 
und in 500 µl kaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation für 5 min. 
und  vollständiger  Entfernung  des  Überstands  wurden  die  Pellets  für  5  min.  bei  70°C 
getrocknet, mit 100 µl MQ versetzt, unter vortexen sowie 50 min. bei RT und weitere 10 min. 
bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden dann bei -20°C gelagert. 
 
Die Analyse des ChIP erfolgte durch qPCR nach Standardprotokoll mit den Oligonukleotiden 
5LOPromotor-FW/RV,  5LOIntron1-FW/RV  und  5LOIntron13-FW/RV  unter  Einsatz  der 
Proben Input 1-3, IgG 1-3 und acH3 1-3, wobei 1 den unbehandelten Zellen entspricht, 2 den 
AF4ST/pDTF-transfizierten  Zellen  und  3  den  AF4ST/IE1-transfizierten  Zellen.  Die 
Bestimmung  erfolgte  jeweils  im  Triplikat.  Die  Amplifikate  wurden  durch  1,5%-
Agarosegelelektrophorese geprüft. Die Auswertung erfolgte als relative Quantifizierung der 
Amplifikate gemäß 2
∆∆CT-Methode gegen die unbehandelten Zellen (definiert als 1) abzüglich 
den Signalen der IgG-Negativkontrolle normiert auf die Mengen in den Input-Proben. 
5.5.12. Proteinfärbungen (Coomassie/Silberfärbung) 
Für Coomassie-Färbungen von Proteinen wurden die Acrylamid-Gele nach der SDS-PAGE 
zur Entfernung des SDS mit vollentsalztem Wasser gewaschen und anschließend für 20 min. 
bei RT in Coomassie-Färbelösung inkubiert. Danach wurden die Gele erneut zweimal mit 
Wasser gewaschen und in Entfärbelösung bis zum gewünschten Färbegrad aufbewahrt und 
abfotografiert. 
Für  die  Silberfärbung  wurden  die  Gele  analog  gewaschen  und  für  30  min.  bei  RT  in 
Fixierlösung inkubiert. Anschließend wurde dreimal für 20 min. mit Wasser gewaschen, zur 
Reduktion  der  Hintergrundfärbung  2  min.  in  einer  0,02%  (w/v)  Natriumthiosulfatlösung 
inkubiert sowie weitere zweimal kurz in Wasser gewaschen. Danach wurden die Gele für 30 
min. in Färbelösung inkubiert, erneut zweimal kurz gewaschen und bis zum gewünschten 
Färbegrad in Entwicklerlösung inkubiert (1-2 min.). Nach dessen Erreichen wurden die Gele 
in 1% (v/v) Essigsäure für 5 min. fixiert und abschließend abfotografiert. 
5.6. Datenanalyse 
Die  Datenanalyse  erfolgte  grundsätzlich  manuell  bzw.  unter  Zuhilfenahme  gängiger 
mathematischer  Funktionen  der  Office  Excel®  2007  Software  von  Microsoft®  (Redmond, 
USA).  Die  Testung  auf  Signifikanz  erfolgte  durch  einen  Zweistichproben-t-Test,  also  zur 
statistischen Unterscheidung der Mittelwerte zweier unabhängiger Stichproben gemäß der 5. Material und Methoden 
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Nullhypothese, dass beide Mittelwerte unterschiedlich voneinander sind. Die Signifikanz p 
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   7. Anhang 





%(v/v)     Volumenprozent 
%(w/v)     Massenprozent 
°C      Grad Celsius 
A/mA      Ampere/Milliampere 
ad      add up to (auffüllen auf) 
AF4      ALL-1 fused gene on chromosome 1 
ATCC      American Type Culture Collection 
ATP      Adenosintriphosphat 
AS      Aminosäure 
bp      Basenpaare 
BSA      Rinderserumalbumin 
ca.      circa 
CD      cluster of differentiation ("Unterscheidungsgruppen") 
CpG      Cytosin-phosphatidyl-Guanin 
Da/kDa    Dalton/Kilodalton 
der11/der4    Derivatchromosom 11 bzw. 4 
DNA      Desoxyribonucleicacid (Desoxyribonukleinsäure, DNS) 
dNTP      Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT      Dithiothreitol 
EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 
FCS      Kälberserumalbumin 
BFP/GFP/RFP  Blue/Green/Red Fluorescent Protein (Blau/Grün/Rot-fluoreszierendes 
      Protein) 
g/kg/µg/ng    Gramm/Kilogramm/Mikrogramm/Nanogramm 
GAPDH    Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
GOI      gene of interest 7. Anhang 
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h      hour 
HIV-1      human immunodeficiency virus-1 (humanes Immundefizienz-Virus) 
HRP      horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 
kb      Kilobasen 
kd      knock-down 
l/ml/µl      Liter/Milliliter/Mikroliter 
M/mM/µM    Mol/Millimol/Mikromol 
MCS      multiple cloning site (Multiple Klonierstelle) 
min      Minute 
mol      Mol 
MPC      Multi-Protein-Komplex 
OD      optische Dichte 
ORF      open reading frame (offener Leserahmen) 
PBS      Phosphate buffered saline 
PCR      polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
RNA      Ribonucleicacid (Ribonukleinsäure, RNS) 
RT      Raumtemperatur 
RT-PCR    Reverse Transkriptase-PCR 
rpm      rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 
SDS      Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat) 
sec      Sekunde 
TBS      Tris buffered saline 
TF      Transkriptionsfaktor 
Tris      Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
U      unit (Einheit) 
UV      Ultraviolettstrahlung 
V/kV      Volt/Kilovolt 
wt      Wildtyp 
z.B.      zum Beispiel 7. Anhang 
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